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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Ein erklirtes Ziel des Welterndhrungsgipfels von 1996 war die Halbierung der Zahl der
weltweit Hungernden von damals 800 Mio. auf 400 Mio. bis zum Jahr 2015. Der
Jahresbericht der Welterndhrungsorganisation (FAO) aus dem Jahr 2003 offenbarte jedoch
eine andere Realitdt. Allen Fortschritten in Wissenschaft und Technik zum Trotz nahm die
Zahl der Hungernden weltweit weiter zu: von Untererndhrung und Hunger waren nun 842
Mio. Menschen betroffen. Im darauf folgenden Jahr 2004 lag diese Zahl bereits bei 852 Mio.
Das Vorhaben, den weltweiten Hunger zu reduzieren, wird vor allem dadurch erschwert, dass
bis zum Jahr 2015 mit einem Bevdlkerungszuwachs von ca. 2 Milliarden Menschen zu
rechnen ist. Man erwartet daher in den Entwicklungslandern zusédtzliche 600 Mio. Menschen,
die unterernihrt sein werden (ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/008/a0200e/a0200e01.pdf). Schon heute
gibt es weltweit pro Kopf nur noch halb so viel Ackerfliche wie 1960 — weltweit etwa 1,5
Milliarden Hektar — zudem sind viele Anbauflichen in Entwicklungsldndern ausgelaugt und
weitere Flachen v. a. in Afrika und Asien sehr gefahrdet. Vor diesem Hintergrund kommt der
Agrarforschung eine wichtige Rolle zu, um eine ausreichende Steigerung des Ertrags auf den
landwirtschaftlich genutzten Flichen zu erzielen.

Einen bedeutenden Anteil an der Diskrepanz zwischen theoretisch erreichbarem und
tatsichlich erzieltem Ertrag haben mit weltweiten Ertragsverlusten von 17,5 % pflanzliche
Pathogene (OERKE 1997). Auch der intensive Einsatz chemischer Pflanzenschutzmittel bringt
durch ungeniigende Applikationstechniken oder ungiinstige duflere Bedingungen (z.B. Regen)
oft nicht die gewiinschte Wirkung. Zudem ist der Einsatz chemischer Mittel in dem Malfle, in
dem er notwendig wére, aus Okologischen und 6konomischen Griinden oft nicht sinnvoll.
Auch die Ausbildung von Resistenzen gegeniiber Pflanzenschutzmitteln verhindert deren
erwiinschte Wirkung auf lange Sicht. Es ist daher notwendig und sinnvoll, gréeren Wert auf
alternative Pflanzenschutzkonzepte, wie die Verbesserung des natiirlichen Resistenzpotentials
der Pflanzen, zu legen. Dazu ist es notwendig, eine genaue Kenntnis iiber die jeweilige

Pathogenese und die zugehorigen Abwehrreaktionen der Pflanzen zu erhalten.

1.1 WIRT-PATHOGEN-INTERAKTIONEN

Pflanzen kommen in der Natur mit einer Vielzahl von potentiellen Krankheitserregern in
Kontakt. Im Fall einer kompatiblen (vertrdglichen) Interaktion schafft es der
Mikroorganismus (Virus, Bakterium, Pilz), die Pflanze erfolgreich zu besiedeln und sich zu

vermehren. Die Pflanze wird in diesem Fall als Wirt und der entsprechende Mikroorganismus
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als virulentes Pathogen bezeichnet (SCHLOSSER 1997). Eine Besonderheit ist hierbei die
Toleranz gegeniiber einem Pathogen: das Pathogen vermehrt sich in gleichem Male wie in
nicht-toleranten anfélligen Pflanzen, verursacht aber keine starken Krankheitssymptome und
auch keine deutliche Reduktion der Biomasse bzw. des Ertrags (AGRIOS 1997).

Bei der auch als Basisresistenz bezeichneten inkompatiblen (unvertraglichen) Interaktion wird
die Besiedelung durch den in diesem Fall avirulenten Erreger erfolgreich verhindert. Die
Pflanze ist resistent und es kommt zu keiner oder nur schwachen Ausprigung von

Symptomen (SCHLOSSER 1997).

1.2 FORMEN DER RESISTENZ GEGENUBER PHYTOPATHOGENEN ORGANISMEN
1.2.1 Nicht-Wirt-Resistenz

Die am weitesten verbreitete Art der Resistenz von Pflanzen gegeniiber Mikroorganismen ist
die so genannte Nicht-Wirt-Resistenz oder Basisresistenz. Sie zeichnet sich dadurch aus, dass
sie dauerhaft und Rassen/Sorten-unspezifisch ist, also alle Angehorigen einer Pflanzenart
gegeniiber allen Pathotypen eines Erregers resistent sind. Griinde hierfiir liegen zum einen auf
Seiten des Pathogens, wenn ndmlich dessen Physiologie und Umweltanspriiche einer
Besiedelung entgegen sprechen. Zum anderen wirkt eine Vielzahl unspezifischer (poly- oder
multigener) Abwehrmechanismen von Seiten der Pflanzen einer Besiedelung entgegen. Dazu
zdhlen passive, praformierte (mechanische oder biochemische) Barrieren aber auch aktive,

postinfektionelle Abwehrmechanismen (SCHLOSSER 1997).

1.2.2 Wirt-Resistenz

Durchbricht ein Pathogen im Laufe der koevolutiven Entwicklung die Nicht-Wirt-Resistenz,
kommt es zur Basiskompatibilitdt, d.h. das Pathogen ist in der Lage, sich auf bzw. in der
Pflanze zu vermehren (HEATH 1981). Die Pflanzen wiederum entwickeln Mechanismen, die
es thnen ermdglichen, die Resistenz zuriick zu gewinnen. Bei der so entstandenen Resistenz
handelt es sich meist um eine vertikale, rassensorten-spezifische Resistenz. Sie ist dadurch
gekennzeichnet, dass ein Genotyp einer Pflanzenart gegeniiber einer physiologischen Rasse
des Pathogens resistent ist, was auf der rassenspezifischen Erkennung eines
Avirulenzgenprodukts  (Elicitor) des Pathogens durch das korrespondierende
Resistenzgenprodukt (Rezeptor) der Pflanze beruht (Gen-fiir-Gen-Modell, FLOR 1971). Durch
diese Erkennung wird eine Signalkaskade ausgelost, die zu einer effektiven Abwehr des

Pathogens flihrt (HEATH 2000). Der Vorteil dieser qualitativen Resistenz liegt darin, dass sie
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der Pflanze gegen einen bestimmten Pathotyp eines Erregers vollstindigen Schutz verleiht.
Durch ihren monogenen Ursprung ist ihre Wirksamkeit allerdings meist zeitlich begrenzt,

nidmlich solange, bis ein neuer Pathotyp an die resistente Sorte angepasst ist.

Ist eine Resistenz gegeniiber allen Erregerrassen gleichermallen effektiv, so spricht man von
horizontaler, rassenunspezifischer Resistenz. Diese quantitative Form der Resistenz hat
ebenso wie die Nicht-Wirt-Resistenz einen polygenen Charakter. Dadurch handelt es sich
hierbei wiederum um eine dauerhafte Resistenz, die aber meist unvollstindig ist (SCHLOSSER

1997).

1.2.3 Induzierte Resistenz (IR)

Die induzierte Resistenz umfasst alle Formen der Resistenz, die durch eine Stimulation der
Pflanze vor einer Pathogenattacke ausgepragt werden. Sie ist unspezifisch und definiert als
eine Erhohung der pflanzeneigenen Widerstandsfahigkeit nach Induktion durch verschiedene
biotische oder abiotische Stimuli. Es handelt sich hierbei um einem Prozess, der sowohl die
Auslosung und Verstirkung zellulirer Abwehrmechanismen umfasst, als auch die erhohte
Bereitschaft der Pflanze, schneller und stirker auf einen Pathogenbefall zu reagieren. Diese
erhohte Abwehrbereitschaft wird auch priming genannt (CONRATH et al. 2001).

Das Phdnomen der biologisch induzierten Resistenz (bIR) wurde schon friih im System
Tabak / Tabakmosaikvirus (TMV) entdeckt und beschrieben (CHESTER 1933). Nach einer
lokalen Infektion wurde sowohl das befallene Blatt als auch die gesamte Pflanze resistenter
gegen nachfolgende TMV-Infektionen. Ross prégte flir diese Form der Resistenz 1961 den
Begriff der SAR (systemic acquired resistance). Da der durch SAR erworbene Schutz
mehrere Wochen bis Monate anhalten kann ist dieser Mechanismus fiir die biotechnologische
Anwendung sehr interessant (HAMMERSCHMIDT 1993; STICHER et al. 1997). Mit Einsetzen
der SAR kommt es in dikotylen Pflanzen zur Akkumulation von Salizylsdure (STICHER ef al.
1997) sowie zur verstirkten Expression von PR-Genen (VAN LOON und VAN STRIEN 1999).
Die Anreicherung von Salizylsdure ist dabei entscheidend fiir den Aufbau der induzierten
Resistenz. So sind transgene NahG-Arabidopsispflanzen, in denen die Akkumulation von
Salizylsdure durch Expression einer bakteriellen Salizylathydroxylase (NahG) verhindert
wird, anféllig gegeniiber einer sekundéren Infektion, zeigen also keine SAR.

Neben biotischen Induktoren koénnen auch natiirlich vorkommende und synthetische
Substanzen eine partielle Resistenz induzieren, wobei der erhaltene Resistenzphinotyp nicht

auf eine toxische Wirkung des Induktors gegen das Pathogen zuriickzufiihren ist. Man spricht
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in diesem Fall von chemisch induzierter Resistenz (cIR, GORLACH et al. 1996, STICHER ef al.
1997). Als mdogliche Induktoren sind hier z.B. die Salizylsdure und deren Funktionsanaloga
DCINA (2,6-Dichlorisonikotinséure) und BTH (Benzo(1,2,3)thiadiazol-7-carbothionséure-S-
methylester) zu nennen, wobei durch letztere eine stirkere und langfristigere
Resistenzauslosung erreicht wird.

Die durch wurzelbesiedelnde Rhizobakterien ausgeldste Resistenz wird als ISR (induced
systemic resistance) bezeichnet. Sie unterscheidet sich von der SAR dadurch, dass sie
unabhingig von SA-Akkumulation und Aktivierung von PR-Genen ist und durch die

Signalmolekiile Ethylen und Jasmonat vermittelt wird (PIETERSE et al. 1998).

1.3 MECHANISMEN ZUR PATHOGENABWEHR
1.3.1 Passive Komponenten der Abwehr

Passive Komponenten der Abwehr sind solche, die nicht induziert werden und bereits vor der
Pathogenattacke in der Pflanze vorhanden sind. Sie sind zum einen physikalischer Natur, wie
die epikutikuldre Wachschicht, Kutikula und Zellwand von Epidermis und Rhizodermis oder
das Fehlen struktureller Erkennungsfaktoren fiir das Pathogen (AGRIOS 1997; SCHLOSSER
1997). Daneben gibt es eine Vielzahl konstitutiver biochemischer Substanzen, zu denen
Metabolite des Sekundérstoffwechsels zdhlen, wie Senfdle, Saponine und andere Phytotoxine,
Stoffe mit enzyminhibierender Wirkung (Gerbstoffe, Phenole) aber auch komplexere
Molekiile wie Proteinaseinhibitoren, Glukanasen, Chitinasen, RIPs (ribosomeninaktivierende
Proteine) und Defensine, die direkt antimikrobiell wirken (STIRPE et al. 1992; AGRIOS 1997;
SCHLOSSER 1997; HEATH 2000).

1.3.2 Aktivierte Komponenten der Abwehr

Unter aktivierten Abwehrmechanismen versteht man physikalische oder biochemische
Komponenten, die in der Pflanze erst durch den Kontakt mit einem Mikroorganismus
induziert werden. Ausgelost werden sie entweder durch vom Erreger abgegebene Substanzen
(Glykoproteine, Kohlenhydrate, Fettsduren, Peptide), so genannte PAMPs (pathogen
associated molecular patterns), oder Abbauprodukte der Oberfliche des Erregers oder der
Pflanze, die durch den Kontakt beider Interaktionspartner entstehen, so genannte Elicitoren.
Diese Ausloser konnen sowohl rassenunspezifisch als auch rassenspezifisch sein. Die
Erkennung des Elicitors erfolgt iiber membrangebundene oder cytosolische Rezeptoren der

Pflanze und fiihrt iiber verschiedene Signaltransduktionswege zu einer Vielzahl von
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Abwehrmechanismen (SCHEEL 1998). Dieser Zustand der aktivierten Abwehr wird in
Anlehnung an das menschliche und tierische Immunsystem auch als innate immunity
(angeborene Immunitét) bezeichnet. Obwohl es zwischen diesen beiden Abwehrsystemen
tatsichlich auffallende Ahnlichkeiten gibt, kann man sie aber doch nicht direkt miteinander
vergleichen. Zum Beispiel gibt es im Pflanzenreich nicht das anpassungsfidhige System,
welches bei Tieren durch die Bildung antigen-spezifischer Rezeptoren durch somatische
Rekombination in reifenden Lymphozyten charakterisiert ist. Ebenso wenig gibt es
spezialisierte Zelltypen wie z.B. Makrophagen, die als Teil des zirkulierenden Blutsystems
eine Schliisselrolle im tierischen Immunsystem spielen. Hingegen besitzt jede einzelne
Pflanzenzelle die Vorraussetzung, die Anwesenheit eines ihr fremden Molekiils/Pathogens zu
erkennen und entsprechende Abwehrantworten einzuleiten (NURNBERGER et al. 2004).

Um die Wirtspflanze zu besiedeln, miissen die meisten Pathogene die pflanzliche Zellwand
durchdringen, was die Pflanze zunédchst durch Verstirkung der Zellwand an der
Penetrationsstelle zu verhindern versucht. Dies geschieht durch Anlagerung, Polymerisierung
oder Vernetzung von Kallose, Lignin, Suberin und hydroxiprolinreichen Glycoproteinen zu
Zellwandappositionen, so genannten Papillen (THORDAL-CHRISTENSEN et al. 1999). Die im
Bereich der Penetrationsstelle ausgeschiitteten antimikrobiellen Substanzen wie z.B.
Phytoalexine schwéchen das Pathogen und unterstiitzen so die pflanzliche Abwehr
(HAMMOND-KOSACK und JONES 1996; SCHEEL 1998).

Des Weiteren beginnt die Pflanzenzelle unmittelbar nach Perzeption eines Elicitors mit einem
Prozess, der als oxidative burst bezeichnet wird. Er ist gekennzeichnet durch die massive
Produktion von reaktiven Sauerstoffintermediaten (ROI: reactive oxygen intermediates), wie
Wasserstoffperoxid (H,0,), Superoxidradikalanionen (O,~), Hydroperoxyl-Radikale (HO,)
und Hydroxyl-Radikale (HO"). ROI sind wichtige Elemente der pflanzlichen Pathogenabwehr,
da sie einerseits toxische Wirkungen auf eindringende Krankheitserreger haben (MEHDY
1994) und andererseits zur Vernetzung von Zellwandbestandteilen benotigt werden (BRISSON
et al. 1994). Zudem werden ROI als Signaltransduktionskomponenten diskutiert, die fiir die
Regulation der verschiedenen Resistenzmechanismen verantwortlich sind (SCHEEL 1998;
HUCKELHOVEN und KOGEL 2003).

Eine weitere Abwehrreaktion der Pflanze stellt das schnelle Absterben der angegriffenen
Pflanzenzelle bzw. der unmittelbar angrenzenden Zellen dar. Dieser als Hypersensitive
Reaktion (HR) bezeichnete Mechanismus stoppt insbesondere biotrophe Organismen in ihrer
Entwicklung. Doch auch nekrotrophe Pathogene, die sich von abgestorbenen Zellen erndhren,

ziehen nicht unbedingt einen Vorteil aus dieser Reaktion, da durch die Dekompartimentierung
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der Zelle Phytoalexine, PR-Proteine und Phenylpropanoide aus Vakuolen freigesetzt werden
(HAMMOND-KOSACK und JONES 1996). Da die HR als aktiver Vorgang auf die
Proteinbiosynthese angewiesen ist und sich somit von einer Nekrose unterscheidet (SCHULZE-
LEFERT und VOGEL 2000), wird dieser Mechanismus auch als programmierter Zelltod (PCD:
programmed cell death) bezeichnet (GREENBERG 1996). Die Auslosung des PCD erfolgt
durch die synergistische Wirkung von NO (Stickstoffmonoxid) und ROI (NIMCHUK et al.
2003).

Nach Befall durch Mikroorganismen oder Applikation eines Elicitors kommt es zudem zur
Akkumulation von Proteinen, die als PR-Proteine (pathogenesis related proteins) bezeichnet
werden. Bis heute sind mindestens 17 verschiedene PR-Proteinfamilien bekannt
(CHRISTENSEN et al. 2002; COLLINGE et al. 2002). Dazu gehoren lytische Enzyme wie
Glukanasen (PR-2), Chitinasen (PR-3, -8, 11) und Endoproteasen (PR-7) mit antimikrobieller
Wirkung. Daneben gibt es Chitin-bindende Proteine (PR-4), Thaumatin-dhnliche Enzyme
(PR-5), Proteaseinhibitoren (PR-6), Lignin-bildende Peroxidasen (PR-9), RIPs (ribosome-
inactivating proteins, PR-10), Defensine (PR-12), Thionine (PR-13), LTPs (Lipid-Transfer-
Proteine, PR-14, Oxalatoxidasen (PR-15), Oxalatoxidasen-dhnliche Proteine (PR-16) und
Proteasen (PR-17). Die genaue Funktion von PR-1 ist bis heute nicht geklirt, jedoch zeigten
Untersuchungen, dass die Unterdriickung der PR-1B Translation in Gerstenepidermiszellen
durch RNA Interferenz (RNAi) zu einer erhdhten Anfilligkeit gegeniiber dem Echten
Gerstenmehltaupilz fiihrt (SCHULTHEISS ef al. 2001).

Des Weiteren spielen von der Pflanze gebildete Enzyme, die vom Pathogen freigesetzte

Toxine abbauen konnen, eine wichtige Rollen fiir die Abwehr phytopathogener Organismen.

1.4 SIGNALWEGE DER PFLANZLICHEN ABWEHR UND DEREN ELEMENTE

Die pflanzliche Abwehr gegen Pathogene und herbivore Insekten bildet ein ausgedehntes
Netzwerk von miteinander interagierenden Signaltransduktionswegen (BECKERS und SPOEL
2006). Die angemessene Regulation der Abwehrantworten ist dabei sehr wichtig, da die
Aktivierung der Abwehr viele Ressourcen aufbraucht und daher negative Effekte auf das
Wachstum der Pflanze hat (GLAZEBROOK 2005). Startpunkt der Signaltransduktion ist die
rassenspezifische oder -unspezifische Erkennung eines Elicitors durch Rezeptoren der
Pflanze. Als schnelle Reaktion folgt darauf die Offnung spezifischer Ionenkanile, was zum
Einstrom von Ca®"- und H'-Ionen aus dem Apoplasten ins Zytoplasma und zum Ausstrom
von K'- und CI'-Ionen in umgekehrter Richtung fiihrt (LAMB 1997, HUTCHESON 1998). Der

Ca*-Einstrom 16st u.a. den oxidative burst aus, d.h. die Synthese reaktiver
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Sauerstoffintermediate  (s. Kap. 1.3.2) durch zellwandgebundene Peroxidasen,
membrangebundene NADPH-Oxidasen, Aminooxidasen und Oxalatoxidasen. Dies hat unter
anderem die Auslosung von Signalkaskaden zur Folge, die zur HR, Phytoalexinsynthese und
Aktivierung von Abwehrgenen und zur Vernetzung von Zellwandbestandteilen fiihren.
Zudem sind auch G-Proteine (GTP-bindende Proteine), Proteinkinasen, Phosphatasen und

Phospholipasen an den Kaskaden beteiligt (BLUMWALD et al. 1998, LUAN 1998).

( Pathogen)
Zellwand .
ROI — Vernetzung von

/ H Zellwandbestandteilen

| T | NADPH
R B :I Phospho-
-»> .: lipase
: v
Phosphatasen N veranderter v e
.p ) Redoxstatus
Proteinkinasen Cytoplasma
Aktivierung von Abwehr-
Abwehrgenen reaktionen

Zellkern

Plasmamembran

Abb. 1.1: Friihe Ereignisse der Wirt-Pathogen-Interaktion
(verdndert nach: HAMMOND-KOSACK und JONES 1996, SOMSSICH und HAHLBROCK 1998)
Zundchst werden nach Erkennung eines Elicitors (E) durch einen pflanzlichen
Rezeptor (R) verschiedene Ionenstrome durch die Plasmamembran sowie der
oxidative burst, d.h. die Bildung der ROI, induziert. Letztere 16sen zusammen mit
Phosphatasen, Proteinkinasen (MAP-Kinasen), Salizylat (SA), Jasmonat (JA) und
Ethylen (ET) die Transkription von Abwehrgenen aus, was zur Ausprigung
verschiedener Abwehrreaktionen fiihrt.
NADPH-Ox: NADPH-Oxidase
ROI: reaktive Sauerstoffintermediate

Insbesondere in A. thaliana wurden systemische Signalwege, an denen die Phytohormone
Salizylsaure (SA), Jasmonat (JA) und Ethylen (ET) beiteiligt sind, eingehend studiert. SA ist
in dikotylen Pflanzen eine Schliisselkomponente der SAR. Durch bestimmte (oft biotrophe)
Pathogene, die eine HR auslosen, kommt es zur Erhohung des endogenen Salizylséurelevels,
und als Folge davon zur Akkumulierung der SA-induzierbaren PR-Proteine (GLAZEBROOK

2005). Verschiedene Gene werden fiir einen funktionierenden SA-Signalweg bendtigt: in
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Arabidopsis aktivieren PAD4 und EDSI die SA-Akkumulation (FALK et al. 1999, ZHOU et al.
1998), wahrend SID2 und EDS5 zur SA-Biosynthese benétigt werden (GLAZEBROOK et al.
2003). Durch den Anstieg des SA-Levels dissoziiert die oligomere Form des NPR1-Proteins
in Monomere, die in den Zellkern transloziert werden, dort mit verschiedenen

Transkriptionsfaktoren interagieren und so die Expression u.a. der PR-Proteine bewirken.

Pathogeninfektion nicht-pathogene Rhizobakterien ‘ ’ Verwundung/Insektenfraf}
\\
\\
PAD4 l \ N
\
EDSI Nekrose \\
SID?2 \\
EDSS
e JA und ET Produktion
SA-Produktion T
e <l
/// +
!
NPR1
Coll ETRI
\ JARI EIN2
\
SAR | ISR \ \
=
\
\
\
\
\
SA-induzierbare Unbekannte nicht-SA-induzierbare Defensine Proteinase-
PR-Gene Abwehrkomponenten PR-Gene Thionine inhibitoren

PDF1.2, THI2.1

Abb. 1.2: Systemisch induzierbare Signalwege in Arabidopsis thaliana (SA-, JA- und ET-
abhiingig)
(verandert nach PIETERSE und VAN LOON 1996, THATCHER et al. 2005)
Pathogeninfektion, nicht-pathogene Rhizobakterien, Verwundung und Insektenfrafl
induzieren in Arabidopsis Salizylat (SA)-, Jasmonat (JA)- bzw. Ethylen (ET)-abhéngige
Signalwege, die sich an verschiedenen Stellen iiberschneiden und an deren Ende
unterschiedliche Abwehrantworten stehen. Grau hinterlegt sind einige wichtige an der
systemischen Abwehr beteiligten Gene. Der durch die nicht-pathogenen Rhizobakterien
ausgeloste Signalweg der ISR ist durch gestrichelte Pfeile markiert.
ISR: induzierte systemische Resistenz
SAR: systemisch erworbene Resistenz

Der JA- und ET-abhingige Signalweg wird durch (oft nekrotrophe) Pathogene, Verwundung
oder InsektenfraB3 induziert. Die in diese Wegen involvierten Gene sind teilweise nicht nur
durch eines der beiden Phytohormone, sondern durch beide oder auch ausschlieBlich durch
beide induzierbar (GLAZEBROOK 2005). Elemente dieser Signalkette sind in Arabidopsis z.B.
COll, JARI, ETRI und EIN2. Die Ausbildung der Resistenz geht unter anderem mit der
Akkumulation des Thionins THI2.1 und des Defensins PDF1.2 einher. Auch der durch nicht-
pathogene Rhizobakterien ausgeldste Signalweg der ISR geht mit einer JA- und ET-
Produktion einher. Zudem ist dieser aber auch durch NPR1 reguliert. Die Komponenten der
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Abwehr sind in diesem Fall noch nicht bekannt (THATCHER et al. 2005). Die Untersuchungen
zur Entschliisselung dieser Signalwege wurden grofitenteils mit Hilfe diverser Arabidopsis-
Mutanten gemacht und sind noch ldngst nicht abgeschlossen. Die tatsdchliche Situation diirfte
allerdings weitaus komplexer sein als bisher bekannt, da die drei beschriebenen Signalwege
an vielen Stellen interagieren (PIETERSE und VAN LOON 1999, GLAZEBROOK 2005, BECKERS
und SPOEL 2006).

1.5 DIE GETREIDEPATHOGENE FUSARIUM CULMORUM UND FUSARIUM GRAMINEARUM

Pilze der Gattung Fusarium, die zur Abteilung der Ascomycota (Schlauchpilze) gehdren,
wurden in Bodenproben von jedem Kontinent, ausgenommen der Antarktis, isoliert und sind
in vielen landwirtschaftlichen Kulturen von wirtschaftlicher Bedeutung. Sie kommen auf allen
vegetativen und reproduktiven Organen der Pflanzen vor und verursachen dort Keimlings-,
Halmbasis- und FuBfiulen sowie Ahrenfusariose (FHB = Fusarium head blight) (PARRY et al.
1995, MIEDANER ef al. 2001).

Zu den wichtigsten getreidepathogenen Arten zdhlen Fusarium graminearum Schwabe
(teleomorph: Gibberella zeae [Schweinitz] Petsch) und Fusarium culmorum (W.G. Smith)
Sacc.. Insgesamt konnten etwa 20 Fusarium-Arten mit Ahrenfusariosen in Zusammenhang
gebracht werden. (PARRY et al. 1995, MIEDANER 1997). Das Wirtsspektrum umfasst alle
Getreidepflanzen und auch verschiedene breitblittrige Krduter. Von 6konomischer Bedeutung
ist vor allem die in Weizen und Gerste hervorgerufene FHB sowie Kolbenfdule in Mais
(PARRY et al. 1995, MIEDANER 1997, MIEDANER et al. 2001, CHANDLER et al. 2003).
MIEDANER (1997) nennt Fusarium-bedingte Ertragsverluste von 7 bis 17 % durch
Keimlingsfdule, 10 bis 30 % durch Stingelfdule und 30 bis 70 % durch FHB. Neben direkten
Ertragsverlusten durch Unterbindung der Assimilatzufuhr zu den Kornanlagen und Zerstorung
von Stérke, Speicherproteinen und Zellwianden (PARRY et al. 1995) beeintrachtigen Fusarium
spp. den erndhrungsphysiologischen Wert des Getreides vor allem durch die Bildung von
Mykotoxinen. F. graminearum und F. culmorum synthetisieren hauptsidchlich Typ B
Trichothecene, d.h. Deoxynivalenol (DON) und seine acetylierten Derivate 3-Acetyl-DON
und 15-Acetyl-DON, Nivalenol (NIV) und Fusarenon X (FX). Daneben sind beide Pilze in
der Lage, Zearalenon (ZEA) zu synthetisieren. Die einzelnen Toxine konnen gleichzeitig und
in verschiedenen Kompositionen und Mengen auftreten (MIEDANER 1997, D’'MELLO et al.
1998, PLACINTA ef al. 1999). DON und NIV inhibieren die Proteinsynthese und DNA-
Synthese.  Weiterhin  bewirken sie bei  Nutztieren verzdgertes  Wachstum,

Nahrungsverweigerung und Erbrechen. ZEA ist neben seiner zyto- und genotoxischen
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Aktivitét in erster Linie wegen seiner 0strogenen Wirkung bekannt. Es besitzt die Fahigkeit,
an Ostrogenrezeptoren zu binden und so die endokrine Regulation der reproduktiven
Funktionen in weiblichen Tieren, v. a. Schweinen, zu unterbrechen. (WASOWICZ et al. 2005,
KOUADIO et al. 2005, ROCHA et al. 2005). Untersuchungen zur Bedeutung der Trichothecene
bei der Pathogenitit der Fusarium-Arten haben ergeben, dass durch diese Toxine das
Wachstum von Weizenkoleoptilgewebe und Keimlingen inhibiert wird und auflerdem die
Ausbreitung von F. graminearum in Weizendhren (spreading) gefordert wird (JANSEN et al.
2005). Es wurde aber auch verschiedentlich gezeigt, dass die Anwesenheit/Menge von DON
nicht notwendigerweise mit der Ausbildung von Symptomen in Zusammenhang gebracht
werden kann (MIEDANER 1997, BAI et al. 2001).

Die Infektion von Pflanzen mit Fusariumpilzen geht anfanglich von infizierten
Pflanzenriickstdnden aus, auf denen die Pilze als saprophytisches Myzel oder in Form von
Chlamydosporen den Winter liberdauern. Im Fall von F. culmorum verbreiten sich die
vegetativen Konidiosporen iiber Regenspritzer und den Wind (von Blattetage zu Blattetage)
bis zu den Ahren, eine Hauptfruchtform ist hier nicht bekannt (SMITH 1988, MIEDANER et al.
2004). Bei F. graminearum erfolgt die primére Verbreitung durch die Hauptfruchtform
Giberella zeae, die im Friihjahr Perithecien mit einer Vielzahl von Ascosporen ausbildet, die
auf den abgestorbenen Pflanzenresten heranreifen. Unter giinstigen Witterungsbedingungen
(vorangegangene Niederschldge) werden die Sporen aktiv ausgeschleudert und tiber den Wind
verbreitet. Die sekundidre Verbreitung erfolgt vegetativ iiber Konidiosporen, die durch
Regenspritzer verbreitet werden (INCH and GILBERT 2003). Auf diese Art werden die Ahren
entweder direkt oder nach vorherigem Befall der Blétter und Stingel infiziert (PARRY et al.
1995). Keimlingsfaule wird meist durch infiziertes Saatgut hervorgerufen und fiihrt zu einer
geringeren Anzahl von Pflanzen und Sekundirinfektionen. Wurzel- und FuBfaule werden
durch im Boden befindliches Inokulum verursacht, das durch Wurzeln und Halmbasen in die
Pflanze eindringt. Dies fiihrt zu vorzeitigem Abreifen der Pflanze und somit zur Reduktion
der Kornanzahl und/oder des Korngewichts. Stiangelfdule wird durch Inokulum oberhalb des
Bodens hervorgerufen. Der Pilz penetriert wiahrend der Wachstumsperiode nacheinander die
Blattetagen und erreicht schlieBlich den Stingel. Die unteren Internodien, nicht aber der
Ubergang zwischen Stingel und Wurzeln und die Wurzeln an sich, weisen Nekrosen und
leichte Féule auf. Der Ertragsverlust ist durch eine verminderte Wasser- und
Néhrstoffaufnahme bedingt (MIEDANER 1997). Die grofiten Schiden entstehen jedoch durch
einen Befall der Ahren. Nach der Keimung der Spore auf oder in einem Ahrchen wachsen die

Hyphen entlang des Epikarps zwischen Vor- und Deckspelze. Die Infektion des sich
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entwickelnden Korns erfolgt iiber das Epikarp, wobei zundchst die Schichten der Fruchtschale
und schlieBlich das stirke- und proteinspeichernde Endosperm zerstort werden. Erreicht der
Pilz die Rachis, werden beim Weizen im Folgenden die oberhalb befindlichen Einzeldhrchen
befallen. In der Gerste endet die Infektion meist an der Rachis. Nur unter bestimmten
klimatischen Bedingungen breitet sich hier die Infektion iiber die Rachisoberfliche auf
benachbarte Kornanlagen aus (JANSEN et al. 2005).

Die tatsdchliche Befallssituation wird vor allem durch die Witterungsverhéltnisse beeinflusst,
da ungilinstige Feuchte- und Temperaturbedingungen die Inokulumbildung bzw. dessen
effektive Keimung verhindern. Prinzipiell tritt F. graminearum eher in wiarmeren Gebieten
auf, wihrend sich F. culmorum auch bzw. eher unter kiihleren Bedingungen verbreitet

(PARRY et al. 1995, DOOHAN et al. 2003).
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Abb. 1.3: Sporen von F. culmorum und F. graminearum und Symptome der von ihnen

ausgelosten Krankheiten.

A und B zeigen die Konidien von F. culmorum bzw. F. graminearum. C: Symptome

der Fufifaule an Mais, D: partielle Taubdhrigkeit an Weizen, E: Vergleich von

gesunden Gerstenkornern (unten) zu Fusarium bedingten Kiimmerkkornern (oben).

Quellen:

A: http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/lord-fritz-2002-12-02/HTML/chapter3.html

B: http://www.agri.pref.hokkaido.jp/tokachi/byouchu/

C: http://www.bayercropscience.de/de/pf/diagnose center/online diagnose/index.asp?ID=0&de
tail=true&ID_DIAG=101

D: http://www.brazeau.ab.ca/adeptagr.html

E: http://oak.ppws.vt.edu/stromberg/smallgrain/biology/wscab.html

Um einer Infektion durch Fusarien entgegen zu wirken, gibt es verschiedene praktische
Ansitze, z.B. pflanzenbauliche Maflnahmen. Zum einen ist die Art der Bodenbearbeitung ein
wichtiger Faktor. Wird der Boden gepfliigt, so wird ein Grofteil der Pflanzenriickstdnde von
der Bodenoberfliche entfernt und steht somit nicht mehr als Inokulumquelle zur Verfiigung.
Zudem ist Mais als Vorfrucht zu vermeiden, da insbesondere Maisstoppeln und —stroh

optimale Uberwinterungsbedingungen fiir Fusariumpilze bieten (PARRY et al. 1995, BAI &

SHANER 2004). Untersuchungen haben gezeigt, dass der DON-Gehalt von Weizenkdrnern mit

11



EINLEITUNG

Soja als Vorfrucht um 50 % geringer war als mit Mais als Vorfrucht (DILL-MACKY and JONES
2000). Als weitere pflanzenbauliche Mallnahme ist die Sortenwahl zu nennen. Bis heute ist
zwar keine vollstindig resistente Getreidesorte bekannt (DIAMOND und COOKE 2002), jedoch
sind genetische Ressourcen fiir die Resistenzziichtung z.B. in einigen Sommerweizen-Sorten
zu finden (MIEDANER et al. 2006). Auch spielt die Morphologie des Getreides eine Rolle bei
der Infektion. So sind zwergwiichsige Typen anfdlliger als hoch wachsende Kultivare mit
lingeren Internodien unterhalb der Ahren (MESTERHAZY 2002). Eine Bekidmpfung der
Fusarien mit Fungiziden erfolgt meist wihrend der Bliite (http://www.bayercropscience.de,
http://www.compo-profi.de), ist aber eher kritisch zu sehen, da deren Anwendung die
Mykotoxinbelastung des Ernteguts unter Umstdnden auch erhohen kann (D’MELLO et al.
1998, SIMPSON ef al. 2001).

1.6 DER MUTUALISTISCHE WURZELENDOPHYT PIRIFORMOSPORA INDICA

Piriformospora indica (Verma, Varma, Kost, Rexer & Franken) ist ein Pilz, der erst 1997
zufillig bei einer Analyse von Bodenproben aus der Thar Wiiste (Rajasthan, Indien) von einer
Spore eines arbuskuldren Mykorrhizapilzes (AMP) isoliert wurde (VERMA et al. 1998). Es
handelt sich bei hierbei um einen Wurzelendophyten, der kiirzlich den Sebacinales [ordo
nov.] (form genus Rhizoctonia, Hymenomycetes, Basidiomycota) zugeordnet wurde (WEISS et
al. 2004). Die Namensgebung bezieht sich auf die asexuell gebildeten birnenférmigen
Chlamydosporen, ein sexuelles Stadium ist nicht bekannt (VERMA ef al. 1998, VARMA et al.
1999). P.indica besiedelt als Organismus mit einem breiten Wirtsspektrum viele
verschiedene mono- und dikotyle Pflanzen, wie Kriuter und Bédume, sowie verschiedene
medizinisch interessante Pflanzen und 6konomisch wichtige Getreidepflanzen (SINGH et al.
2000, PHAM et al. 2004). Ahnlich wie bei den AMP hat eine Besiedelung der Wurzeln mit P.
indica einen positiven Einfluss auf das Wachstum und die Gesundheit der Pflanzen (SINGH et
al. 2000). Neben Wachstums- und Biomasseforderung, fritherer Bliite und erhohtem Ertrag
(RAI ef al. 2001, BARAZANI et al. 2005, WALLER et al. 2005), fiihrt eine Besiedelung mit P.
indica in Gerste auch zu erhdhter Toleranz gegeniiber leichtem Salzstress und erhdhter
Resistenz gegeniiber Wurzel- und Blattpathogenen (WALLER et al. 2005).

Die Kolonisierung der Wurzeln erfolgt {iber die Rhizodermis oder die Wurzelhaare. Danach
wichst der Pilz inter- und intrazellular in der Wurzelrinde, wo er oft dichte Hyphenknoten
oder verzweigte Strukturen bildet. Nach 10 Tagen konnen die ersten Chlamydosporen in den
Wurzelhaaren und Zellen des Rindengewebes beobachtet werden. Im Zentralzylinder der

Wurzel und in Stamm oder Bléttern wurden bisher jedoch keine Hyphen detektiert (SINGH et
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al. 2000, WALLER et al. 2005). Auf welche Weise P. indica das Wachstum stimuliert, ist zur
Zeit noch nicht geklirt. Fest steht aber, dass eine direkte Besiedelung der Wurzeln dazu nicht
notwendig ist, da auch das Kulturfiltrat mit pilzlichen Exudaten bzw. in direkter Ndhe der
Wurzeln wachsendes Pilzmyzel das Wachstum fordert (VARMA et al. 2000, PESKAN-
BERGHOFER et al. 2004, OELMULLER et al. 2005).

Ein groBer Vorteil im Vergleich zu den obligat biotrophen AMP liegt darin, dass P. indica auf
verschiedenen Komplex- und Minimalmedien kultivierbar ist. Dies ermdglicht die
Inokulumproduktion ohne einen Wirt und eréffnet dadurch Moglichkeiten zur kommerziellen
Nutzung und damit zur biologischen Resistenzerhohung und Wachstumsforderung in der

Agrarwirtschaft (VARMA et al. 1999/2000, SINGH et al. 2000).

Abb. 1.4: Piriformospora indica
A und B zeigen P. indica auf Festmedium bzw. in Fliissigkultur wachsend. Auf den
Bildern C und D sind Chlamydosporen in Wurzelhaaren (C+D) bzw. Rhizodermiszelle
(C) zu sehen.
Quellen:
C+D: http://www.uni-giessen.de/uni/broschuere/sfb.html

1.7 ZIELSETZUNG

Der Fokus dieser Arbeit lag auf dem Pathosystem Gerste — Fusarium. In diesem System
sollten Gene identifiziert werden, die in Blittern nach Infektion mit F. culmorum im
Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollpflanzen differentiell exprimiert waren. Dazu wurden
macroarray-Analysen durchgefiihrt, bei denen die Expression von 1536 verschiedenen Genen
untersucht wurde. Das Material flir diese Analysen stammte aus zwei unabhédngigen
Versuchen, bei denen jeweils die Blitter der weniger anfilligen Gerstensorte Nikel und die
der stark anfélligen Sorte Maresi mit F. culmorum inokuliert worden waren.

Von den differentiell exprimierten Genen aus dieser Analyse wurden solche mit interessanten

Homologien als Kandidatengene ausgewéhlt. Die Expression dieser Kandidatengene wurde in
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weiteren Blatt- bzw. Ahreninfektionsversuchen mit Gersten- und Weizenpflanzen mittels
two-step Reverser Transkriptions—PCR charakterisiert.

Ein zentraler Teil dieser Arbeit bestand in der funktionellen Analyse der Kandidatengene, um
ihre Beteiligung an der Resistenz gegeniiber Fusariumpilzen zu {berpriifen. Da das
Generieren transgener Gerstenpflanzen fiir diese Arbeit zu zeitaufwéndig gewesen wire,
wurde die funktionelle Analyse der Kandidatengene im System Arabidopsis — F. culmorum
bzw. F. oxysporum f.sp. matthiolae durchgefiihrt. Da eine grofle Kollektion von T-DNA-
Insertionslinien im Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) vorhanden war, konnten
von dort verschiedene Linien bezogen werden, die in einem der Kandidatengene eine knock-
out Mutation trugen. Neben dem Einfluss der Kandidatengene auf die Resistenz gegeniiber
Fusarium wurde zudem die Rolle verschiedener Signalwege (SA, JA und ET) fiir die
Resistenzauspragung untersucht. Auch hier stand eine ganze Palette an Arabidopsismutanten,
die in einem der Signalwege gestort waren, zur Verfiigung.

Ein weiterer Teil der Arbeit beschiftigte sich mit dem Einfluss des Wurzelendophyten
Piriformospora indica sowie des Pathogens F. graminearum bei Wurzelbefall auf den Ertrag
der Gerste unter Freilandbedingungen. Dabei wurden nicht nur im Hinblick auf wachstums-
und ertragsfordernden Effekte des Wurzelendophyten bzw. eine ertragsmindernde Wirkung
des Pathogens untersucht, sondern auch eine mdglicherweise induzierte Resistenz in den

Pflanzen durch P. indica-Besiedelung gegeniiber einer Infektion durch F. graminearum.
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1 PFLANZENMATERIAL UND ANZUCHTBEDINGUNGEN
2.1.1 Gersten- und Weizenkultivare

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Wintergerstensorten Jolante (H.-U. Hege, Waldenburg),
Nikel (Borries-Eckendorf, W. von GmbH & Co., Leopoldshohe) und Uschi (NORDSAAT,
Saatzucht GmbH, Bohnshausen) sowie die Sommergerstensorten Annabell (Saatzucht
Ackermann, Irlbach), Maresi (Lochow-Petkus, Wohlde) und Ingrid (James McKey,
University of Uppsala, Schweden) verwendet.

Die Weizensorte Nandu stammte von Wilhelm Schéfer (Biozentrum Klein Flottbek,
Abteilung fiir Molekulare Phytopathologie und Genetik, Uni Hamburg), Remus von
Herrmann Biirstmayr (IFA-Tulln, Abt. Biotechnologie in der Pflanzenproduktion, Osterreich).
Die Weizensorte Sumai 3 wurde von Jerzy Chelkowski (Institute of Plant Genetics, Poznan,

Polen) zur Verfiigung gestellt.

Das Saatgut wurde zunichst fiir 48 h auf feuchtem Filterpapier im Dunkeln vorgekeimt, zu
jeweils finf Kornern pro 250 ml-Topf (fiir Blattinfektionen) und einzeln in 70 ml-Topfe (fiir
Ahreninfektionen) ausgelegt und regelmiBig mit Leitungswasser gegossen. Bei der
verwendeten Erde handelte es sich um FEinheitserde Typ ED 73 (Einheitserde- und
Humuswerke Gebr. Patzer GmbH & Co KG, Sinntal-Jossa). Fiir Blattinokulationen wurden
die Pflanzen bis zum voll ausgebildeten Primirblattstadium in Klimakammern oder
Klimaschrdnken bei 18 — 22 °C, 60 % relativer Luftfeuchte und einer Lichtperiode von 16 h
mit 50 — 60 pE s’ m™ kultiviert. Fiir Ahreninfektionen wurden die Pflanzen nach drei
Wochen jeweils zu zweit in 5 1-Topfe umgetopft (Fruhstorfer Erde Typ T, Industrie-
Erdenwerk Archut GmbH u. Co. KG, Lauterbach-Wallenrod) und bei 18 °C und 65 %
Luftfeuchte bis zur Bliite kultiviert.

2.1.2 Arabidopsis thaliana

Bei den verwendeten Arabidopsis-Okotypen handelt es sich um Columbia, Landsberg erecta
und Wasilewskija. Die Mutanten und Transgenen wurden mit zwei Ausnahmen (mpk4 aus
Landsberg erecta und pad5 aus Glabra [bildet keine Trichome]) aus Columbia generiert. Alle

verwendeten Mutanten und Transgene sind in folgender Tabelle 2.1 aufgelistet:
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Zur Vermehrung der Arabidopsis Linien wurden jeweils 5 — 20 Samen pro Linie auf einem
Gemisch aus Erde und Sand (2 : 1) in 70 ml-Topfen ausgesat und fiir zwei Tage im Dunkeln
bei 4 °C gelagert. Anschliefend wurden die Topfe in Klimaschrinke iiberfiihrt und unter
Langtag - Bedingungen (25 °C, 16 h Lichtperiode, 60 % RF) bis zum Abreifen kultiviert.
Etwa zwei Wochen nach Aussaat wurden die Pfldnzchen einzeln in 70 ml-Topfe pikiert.

Die zum Screening (Kap. 2.6) auf /2 MS-Agar wachsenden Pflanzen wurden nach zwei Tagen
im Dunkeln bei 4 °C ebenfalls im Klimaschrank unter Kurztag-Bedingungen (24 °C, 8 h
Lichtperiode, 70 % RF) kultiviert.

¥> MS-Agar
2,2 g Murashige & Skoog (MS) Medium (Mikro- u. Makroelemente + Vitamine, Fa.
Duchefa, Haarlem, Niederlande) + 10 g Agar-Agar (Roth, Karlsruhe) in 1 1 aqua dest.
kochen, autoklavieren

Es wurden verschiedene MS-Medien getestet. Nur bei der oben beschriebenen Version konnte

der Pilz nicht auf dem Medium wachsen.

2.2 PATHOGENE
2.2.1 Fusarium culmorum (W. G. Smith) Sacc.

Der hier verwendete Fusarium culmorum (Stamm KF 350) wurde von J. Chelkowski
(Institute of Plant Genetics, Poznan, Polen) zur Verfiigung gestellt. Bei Bedarf wurde ein
infiziertes Korn der bei 4 °C gelagerten Kornerbrut auf !5 PDA (potato dextrose agar) gelegt
und bei 25 °C im Dunkeln kultiviert. Nach 10 Tagen konnten die Konidien abgeschwemmt
werden. Die kontinuierliche Kultivierung und Bereitstellung erfolgte durch Rebekka Fensch,

IPAZ, Giel3en.

PDA
37,5 g Potato-Dextrose-Agar (Duchefa, Haarlem, Niederlande) in 1 1 aqua dest.
kochen, autoklavieren; fiir /4 PDA wurden entsprechend nur 12,5 g Potato-Dextrose-
Agar verwendet

2.2.2  Fusarium graminearum Schwabe

Der Fusarium graminearum Stamm 1003 wurde von Wilhelm Schéfer (Hamburg) zur
Verfligung gestellt. Zur Vermehrung wurden bei Bedarf fiinf Tropfen einer Sporenldsung
(50.000 Sporen/ml) auf SNA (slight nutrient agar) getropft und bei 18 °C und 12 h UV-Licht

kultiviert. Neu gebildete Konidien konnten nach 5-7 Tagen abgeschwemmt und zur
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Inokulation genutzt bzw. zur Erhaltung bei — 80 °C gelagert werden. Die Kultivierung und

Bereitstellung dieses Pilzes erfolgten ebenfalls durch Rebekka Fensch, IPAZ, Gie3en.

SNA
lg  KH2PO4
lg KNO3
0,5g  MgS0O4x7H20
0,5¢g KCI

02¢g Glucose
0,2¢g Saccharose
l4g Agar-Agar
mit aqua dest. auf 1 1 auffiillen, autoklavieren

2.2.3 Fusarium oxysporum Schlecht (verschiedene formae specialae)

Die vier verschiedenen formae specialae von Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum (strain-Nr. CBS 100974)

F. oxysporum f.sp. matthiolae (strain-Nr. CBS 247.61)

F. oxysporum t.sp. raphani (strain-Nr. CBS 488.76)

F. oxysporum f.sp. nicotianae (strain-Nr. 179.32)
wurden vom Centraalbureau voor Schimmelcultures (Fungal Biodiversity Centre, Institute for
the Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences, Utrecht, Niederlande) bezogen. Das
von dort gelieferte gefriergetrocknete Material wurde zunichst fiir 5 h in sterilem Wasser
geschiittelt und anschlieBend auf PDA (s. Kap. 2.2.1) getropft. Vermehrung und Erhaltung
erfolgten durch Uberimpfen kleiner Agarblocke auf frischen PDA und Kultivierung bei 25 °C
im Dunkeln. Die zur Inokulation verwendeten Sporensuspensionen wurden bei — 80 °C

gelagert und bei Bedarf aufgetaut.

2.3 BEHANDLUNGEN DES PFLANZENMATERIALS
2.3.1 Inokulation von Blittern

Zur Blattinfektion wurden 8 Tage alte Gersten- bzw. Weizenpflanzen liegend von zwei Seiten
mit einer Sporensuspension (170.000 Sporen/ml 0,5 %ige Gelatinelosung) bespriiht, wobei
die Bildung groBerer Tropfen vermieden wurde. Es wurde eine Gelatinelosung zur
Inokulation verwendet, um eine bessere Haftung der Konidien an den Bléttern zu erreichen.
Anschliefend wurden die Pflanzen in lichtdurchldssige, geschlossene Plastikboxen gestellt

(100 % Luftfeuchte) und so bis zum Ende des Versuchs im Klimaschrank (20 °C, 16 h
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Lichtperiode, 60 % RF) kultiviert. Die Kontrollpflanzen wurden mit 0,5 %iger Gelatinelésung
bespriiht und ansonsten analog zu den infizierten Pflanzen behandelt.

Spriihinokulationen zu mikroskopischen Auswertungen oder zum Arabidopsis-Screening
erfolgten nach dem gleichen Verfahren, die Sporenmenge wurde den Anforderungen

entsprechend variiert.

2.3.2 Inokulation von Ahren

Die Inokulation der Ahren erfolgte zum Zeitpunkt der Milchreife (BBCH 73 - 75). Bei
Gerstendhren wurden 5 pl Sporensuspension (100.000 Sporen/ml Leitungswasser + 0,05 %
Tween 20) mit einer Hamilton-Spritze in jedes zweite Ahrchen zwischen Vor- und
Deckspelze einer Bliite eines Ahrchens appliziert. Beim Weizen wurden die 1. und 2. Bliite
jedes zweiten Ahrchens mit je 5 pl Sporensuspension inokuliert. Um eine hohe
Luftfeuchtigkeit zu gewihrleisten, wurden die Ahren mit einer angefeuchteten Papiertiite

umhiillt. Kontroll-Ahren wurden mit Leitungswasser + 0,05 % Tween 20 inokuliert.

2.4 MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN
2.4.1 Fixierung von Blittern

Zur Fixierung und Entfarbung wurden die inokulierten Blétter in Petrischalen auf Filterpapier
gelegt, welches mit verschiedenen Fliissigkeiten getrdnkt und jeweils nach 24 h ausgetauscht

wurde:

2x Ethanol/Eisessig (3:1)
2-3x H,O
Ix 50 % Glycerol

2.4.2 Firbung pilzlicher Strukturen mit essigsaurer Tinte

Die entfirbten Blétter wurden direkt vor der Mikroskopie mit essigsaurer Tinte (Blaue Tinte
[Pelikan]/25 %ige Essigsdure 1:9 [v/v]) gefarbt. Dazu wurden sie fiir 60 — 90 s in eine mit
essigsaurer Tinte gefiillte Petrischale gelegt, leicht darin geschwenkt und anschlieBend zur

Entfernung der tiberschiissigen Tinte in Wasser geschwenkt.

2.4.3 Farbung pilzlicher Strukturen mit WGA Alexa Fluor® 488

WGA Alexa Fluor® 488 bindet extra- und intrazellulir an das Chitin in pilzlichen
Zellwianden. Die Firbung erfolgte in Anlehnung an DUNCAN & HOWARD (2000). Die
entfarbten Blitter wurden zunéchst 3 x 5 min in PBS-Puffer gewaschen und anschlieend fiir

20 min in der Féarbelosung Vakuuminfiltriert.
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Férbelosung

4,9 ml PBS Puffer (ph 7,4)
50 pl WGA TMR (1 pg/ul)
50 pul BSA in aqua dest. (1 pg/ul)

2.4.4 Mikroskopie

Das mit essigsaurer Tinte gefarbte Pilzmyzel wurde mittels Durchlicht (Halogenlampe, 12 V,
100 W) untersucht. Bei dem verwendeten Mikroskop handelt es sich um ein Axioplan 2

imaging - Gerédt der Firma Zeiss.

2.5 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN
2.5.1 RNA-Extraktion und Konzentrationsbestimmung

Zur Extraktion von Gesamt-RNA wurde das Pflanzenmaterial (pro Zeitpunkt und Variante
entweder je 10 Blitter bzw. eine komplette Ahre) in einem Morser in fliissigem Stickstoff
homogenisiert. Das so entstandene feine Pulver wurde in Reaktionsgefdle iiberfiihrt und bei
minus 80 °C gelagert. Von diesem homogenisierten Material wurden je ca. 300 mg in einem 2
ml Eppendorfgefdil mit 1,5 ml RNA-Extraktionslosung versetzt und gut durchmischt.
Anschlieend wurden 200 ml Chloroform zugegeben, wiederum gut gemischt und die Probe
fiir 15 min unter gelegentlichem Vortexen auf Eis inkubiert. Darauf folgte ein 15miniitiger
Zentrifugationsschritt bei 20.800 rcf und 4 °C, wihrend dessen sich drei Phasen bildeten: eine
untere Phenol-Chloroform-Phase, eine Interphase, welche Proteine und DNA enthielt und
eine obere, wissrige Phase, in der sich die RNA befand. Die obere Phase wurde mit der
Pipette abgezogen, in einem weiteren Reinigungsschritt mit 850 ul Chloroform vermischt und
erneut zentrifugiert (5 min bei 20.800 rcf, 4 °C). Danach wurde 1 ml der oberen wéssrigen
Phase in ein neues Eppendorfgefdll iiberfiihrt, mit gleichem Volumen 5 M Lithiumchlorid
versetzt und zur Fallung der RNA iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Durch Zentrifugation fiir 20
min wurde die RNA pelletiert. Das Lithiumchlorid wurde dekantiert, das Pellet 2 x mit 900 pl
70 % Ethanol gewaschen, anschlieBend getrocknet und in 50 pl aqua bidest.ppc gelost. Diese
RNA-Losung wurde erneut fiir 10 min zentrifugiert, um noch vorhandene Polysaccharide
abzutrennen, die sich als gelartiges Pellet am Boden des Geféil3es absetzten.

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch bei 260 nm (Photometer DU
7400, Beckmann, Miinchen; OD2gp nm = 1 bei 40 pg RNA/ml), indem 2 pl der RNA-Losung

mit aqua bidest.pppc 1:250 verdiinnt wurden.
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RNA-Extraktionspuffer:

38,00 ml Phenol in gesittigtem Puffer
11,82 g Guanidin Thiocyanat
7,60 g Ammonium Thiocyanat
3,34 ml NaAc [3 M]
5,00 ml Glycerol
ad 100 ml mit aqua bidest.pepc

aqua bidest.pepc:

aqua bidest. + 0,1 % [w/v] DEPC (Diethylpyrocarbonat, Fluka Chemie GmbH)

2 h rithren, iiber Nacht bei 37 °C inkubieren, autoklavieren

2.5.2 cDNA-Synthese

Zur Transkription von mRNA in ¢cDNA (s. Tab.2.2) wurde die RevertAid™ M-MuLV
Reverse Transcriptase von Fermentas Life Sciences, Leon-Rot gemdll dem dazu gehdrenden
Protokoll verwendet. Pro Reaktion wurde jeweils 1 pg Gesamt-RNA und sowohl ein Oligo

dT- als auch ein Random Hexamer-Primer eingesetzt.

Tab. 2.2: Liste der erstellten cDNA-Banken
PFLANZENART | PFLANZENTEIL | HERKUNFT DES MATERIALS NR. ZEITPUNKTE
Gerste Blatt selbst erstellt GB1 6, 24, 48 hpi
selbst erstellt GB2 6, 24, 48 hpi
selbst erstellt GB3 6, 24, 48 hpi
Ahre selbst erstellt GA 1 0, 24, 48 hpi
Hamburg (AG Schiifer) GA HH 0, 24, 72 hpi
Weizen Blatt selbst erstellt WB 1 24,48, 72 hpi
Ahre selbst erstellt WA 2 24, 48, 72 hpi

hpi: Stunden nach Inokulation

2.5.3 Standard-PCR (Polymerasekettenreaktion)

Die PCR-Reaktionen wurden nach Standardprotokollen (SAMBROOK et al. 1989)
durchgefiihrt. Falls nicht gesondert angegeben, wurde als DNA-Polymerase die SupraTherm
von GENECRAFT, Miinster, verwendet. Das PCR-Programm war abhéingig von den
verwendeten Primern und der GroBe des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Verdndert
wurden dementsprechend Dauer und Temperatur der einzelnen Schritte sowie die Anzahl der

Zyklen des Standardprogramms (Primerliste s. Tab. 6.1).
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Standard-Reaktionsansatz:

1-1000ng DNA
2,5 ul 10 x PCR-Puffer (inklusive 1,5 mM MgCl,)
2,5 ul dNTPs (2 mM)
1 ul Primer twd (10 pmol/pl)
1 ul Primer rev (10 pmol/ul)
0,5u Taq-DNA-Polymerase
ad 25 ul aqua dest.

Standardprogramm:
3 min 94 °C
30s 94 °C
30s 55-68 °C 25 — 35 Zyklen
1 min 72 °C
7 min 72 °C
o0 4°C

Die verwendeten Thermocycler waren entweder von der Firma PerkinElmer, Wellesley, USA
(GeneAmp PCR System 2400 bzw. 9700) oder von der MWG-Biotech AG, Ebersberg
(Primus 25). Grundsétzlich wurde der Block des Cyclers zunidchst auf die
Denaturierungstemperatur gebracht, bevor die Proben geladen wurden, um unspezifische

Amplifikation fehlgebundener Oligonukleotide zu verhindern.

2.54 semi-quantitative two-step RT-PCR

Um die Expression der Kandidatengene zu analysieren, wurde cDNA (s. Kap 1.5.1) in eine
Standard-PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer sind der Tabelle Al im Anhang zu
entnehmen. Zum Nachweis gleicher Transkriptausgangsmengen wurde die gleichmiBige

Expression eines konstitutiven Ubiquitin-Gens (TIGR Acc. No.: TC145698) iiberpriift.

2.5.5 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese erfolgt die Auftrennung von DNA-Fragmenten, z.B. PCR-
Produkten, iiber die Siebstruktur der Agarose, d.h. kleineren Fragmenten steht ein geringerer
Widerstand gegeniiber, sie durchlaufen das Gel im elektrischen Feld dementsprechend

schneller. Die Porengrole wird durch die Agarose-Konzentration bestimmt; iiblicherweise
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wurden 1,5 %ige Gele verwendet, welche eine gute Trennung im Bereich von ca. 0,2 — 3 kb
erreichen.

Als Elektrophorese-Puffer wurde 1 x TBE verwendet, zum Farben der DNA wurden die Gele
mit 0,1 Vol% Ethidiumbromid (Stammldsung, 10 mg/ml) versetzt. Die DNA wurde vor dem
Beladen des Gels mit 5 x DNA-Ladepuffer gemischt. Nach der Auftrennung wurde die DNA
auf einem UV-Transluminator (Frobel-Labortechnik, Lindau) bei einer Wellenldnge von 312
nm sichtbar gemacht und mittels einer Videodokumentationsanlage (digitStore, INTAS,

Gottingen) auf Thermopapier bildlich festgehalten.

10 x TBE

900 mM Tris
900 mM Borséure
25 mM EDTA
in 1 I aqua dest., pH 8,0 mit HCI

10 x Farbmarker

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (w/v) Saccharose

Der 5 x DNA-Ladepuffer setzt sich aus einem Vol 10 x Farbmarker und einem Vol 10 x TBE

zusammen.

2.5.6 GenBank-Sequenzvergleich

Die Sequenzierung der auf den macroarrays befindlichen Genfragmente (s. Kap. 2.5.8)
wurde von der Qiagen GmbH, Hilden, und teilweise von der BASF Plant Science GmbH,
Ludwigshafen, durchgefiihrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden zunédchst mit Hilfe des NCBI
(National Center for Biotechnology Information, USA)-BLAST Special: Screen for vector
contamination (VecScreen) von Vektorsequenzen bereinigt. Die Auswertung der erhaltenen
Sequenzen erfolgte mittels BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-Algorithmus gegen
die TIGR (The Institute for Genomic Research, USA)- bzw. NCBI-Datenbank, wobei nach
Ubereinstimmungen mit Sequenzen anderer Gene oder ESTs (expressed sequence tags)
gesucht wurde (ALTSCHUL et al. 1997). Der Vergleich mehrerer Sequenzen miteinander
erfolgte durch alignments, die mit Hilfe von ClustalW (European Molecular Biology
Laboratory [EMBL] outstation — European Bioinformatics Institute [EBI], HIGGINS et al.
1994) bzw. NCBI-BLAST Special: Align two Sequences (bl2seq) erstellt wurden.
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2.5.7 Radioaktiver reverser Northern

Bei reversen Northern-Analysen sind im Vergleich zu Northern-Analysen mobiler und
fixierter Hybridisierungspartner vertauscht: Es werden bekannte cDNAs und nicht die zu
untersuchende RNA auf eine Membran gebracht. Hybridisiert werden die cDNAs mit
komplexen cDNA-Sonden, die aus der Poly-A"-RNA des zu untersuchenden Materials
generiert wurden.

Die hier verwendeten macroarrays wurden vom IPK Gatersleben (Uwe Sonnewald) zur
Verfiigung gestellt. Die 1536 auf die Membranen gedotteten Genfragmente wurden von
Patrick Schéfer (IPAZ, GieBen) in Zusammenarbeit mit dem IPK aus epidermalem
Blattgewebe der Sorte Ingrid WT, welches mit Kulturfiltrat von Bipolaris sorokiniana

behandelt wurde, isoliert. Die Organisation der cDNA-spots auf dem Filter ist in Abb. 2.1

dargestellt:
T e
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Abb. 2.1 Organisation der cDNA-Spots auf den macroarrays

Auf die Filter wurden 1536 verschiedene cDNAs mit je zwei Replikaten gespottet. Die
cDNA-Fragmente sind in 16 x 24 Gruppen von jeweils neun Spots aufgeteilt. Jede
Gruppe enthélt zwei Replikate von 4 cDNAs (A-D) sowie einen freien neunten ,Spot’
als Hintergrundkontrolle in der Mitte.

2.5.7.1 Herstellung komplexer cDNA-Sonden

Zur Isolierung von mRNA wurden ca. 300 mg in fliissigem Stickstoff gemdrsertes
Blattmaterial in 1,5 ml Lysis-Puffer homogenisiert, wobei darauf geachtet wurde, dass die
Probe beim Auftauen vollstindig mit dem Puffer bedeckt war. Diese Suspension wurde
zweimal bei 20.800 rcf und 4 °C zentrifugiert, wobei der Uberstand jeweils in ein frisches
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt wurde, welches nach dem zweiten Zentrifugationsschritt in Lysis-

Puffer iquilibrierte Dynabeads® (Invitrogen, Karlsruhe) enthielt. Durch langsames
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Schwenken tiiber Kopf fiir 5 min erfolgte die Isolierung der mRNA {iber die Bindung des
polyA-Endes der RNA an den Oligo(dT),s-Schwanz der Dynabeads®. Nach anschlieBender
magnetischer Trennung wurde der Uberstand verworfen und die Dynabeads® dreimal mit
jeweils 500 ul Wasch-Puffer und danach mit 250 pl RT-Puffer gewaschen. Fiir die darauf
folgende Erststrangsynthese wurde die AMV Reverse Transcriptase von Promega, Madison,

USA verwendet:

10,0 pl 5x AMV RT-Puffer
0,5 ul DTT (100 mM)
12,5 ul dNTP-Mix (2mM)
1,5 ul RNase-Inhibitor (30 u/ul, MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
3,0 ul AMV Reverse Transcriptase (10 u/pl)
ad 50,0 ul aqua bidest

Dieser Ansatz wurde zu den Dynabeads”™ pipettiert und fiir eine Stunde bei 42 °C inkubiert,
wobei das Reaktionsgefdl alle zehn Minuten zur Vermischung des Inhalts kurz geschiittelt
wurde. Nach magnetischer Trennung wurden die Dynabeads® mit 250 pl RT-Puffer
gewaschen und danach zur Elution der RNA/cDNA-Hybride zweimal mit 50 pl Elutions-
Puffer fiir zwei Minuten bei 95 °C inkubiert. Der Uberstand wurde bei diesem Elutionsschritt
jeweils ohne Verzdgerung abgenommen und verworfen. Die Dynabeads” mit dem Erststrang
wurden anschlieBend zweimal mit 250 ul aqua bidest. gewaschen. Zur Herstellung der Sonde

wurde nun folgender Ansatz zu den Dynabeads® pipettiert:

35l aqua bidest.
Sul Primerlosung (dN)6-Random Primer *
3 Minuten bei 95 °C inkubieren
10 pl Labelling Puffer *
Sul a-33P-dCTP (10 pCi/ul) **
1 ul Klenow-Polymerase (10 u/pl) ***

* Megaprime DNA Labeling Kit, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
** Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
*** JSB, Cleveland, USA

Nach Inkubation fiir eine Stunde bei 37 °C, wobei die Reaktionsgefille zur Vermischung des
Inhalts alle 10 min geschiittelt wurden, wurde der Uberstand nach magnetischer Trennung
entfernt und die Dynabeads mit 150 pl Elutionspuffer gewaschen. Die Elution der Sonde
erfolgte durch zweimalige Inkubation der Dynabeads mit 150 pl Elutionspuffer bei 95 °C und
anschlieBendem sofortigen Abnehmen des Uberstands. Die vereinigten Uberstinde wurden

iber 0,2 um Anopore “-Sdulchen (Whatman, Maidstone, England) aufgereinigt. Die
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Aktivitdt der Sonde wurde mit dem Multi-Purpose Scintillation Counter (Beckmann Coulter,
Krefeld) bestimmt, um gleiche Aktivititen der zu vergleichenden Sonden einsetzen zu
konnen. Sonden mit 150.000 — 200.000 cpm wurden als optimal angesehen, diejenigen mit

weniger als 100.000 cpm wurden nicht verwendet.

Lysis-Puffer

100 mM Tris
500 mM LiCl
10 mM EDTA
1% LiDS
5 mM DTT

pH 8,0 mit HCl; DTT wurde erst nach dem Autoklavieren am Tag der Sondensynthese
zugesetzt.

Wasch-Puffer

10 mM Tris
150 mM LiCl
1 mM EDTA
0,1 % LiDS

pH 8,0 mit HCI; LiDS wurde erst nach dem Autoklavieren am Tag der Sondensynthese
zugesetzt.

RT-Puffer

50 mM Tris
50 mM KCl
10 mM MgCl x 6 H,O

pH 8,3 mit HCI; die angesetzte fiinffach konzentrierte Stammlosung wurde kurz vor der
Sondensynthese entsprechend verdiinnt.

Elutionspuffer
2 mM EDTA

Alle hier verwendeten Puffer wurden mit aqua bidest.pepc angesetzt und nach dem Ansetzen
autoklaviert.

2.5.7.2 Hybridisierung mit komplexen cDNA-Sonden
Die zu hybridisierenden Filter wurden mit 6 x SSC angefeuchtet und dann in

Hybridisierungsrohren bei 65 °C in 15 ml Hyb-Losung, die Lachssperm enthielt, fiir zwei
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Stunden priahybridisiert. Anschliefend wurde diese Losung entfernt und durch 10 ml frische
Hyb-Losung ersetzt, der aulerdem die fiir 10 min bei 95 °C denaturierte Sonde zugegeben
wurde. Die Hybridisierung erfolgte {iber Nacht ebenfalls bei 65 °C.

Am folgenden Tag wurden die Filter nach Entfernen der Sonde fiir 15 min in 0,2 x SSC /
0,1 % SDS und fiir weitere 15 min in 0,1 x SSC / 0,1 % SDS gewaschen. Anschliefend
wurden die Filter auf mit 0,2 x SSC / 0,2 mM NaNj; angefeuchtete Whatman-Papiere gelegt
und luftblasenfrei in Frischhaltefolie eingeschlagen. Die Exposition der Filter erfolgte fiir ein
bis drei Tage auf Fuji BAS-MS 2025 screens. Diese wurden mit einem Molecular Imager FX
posphoimager (BIO-RAD, Miinchen) ausgelesen.

Hyb-Losung
100 x Denhardt’s (1g Ficoll, 1g Polyvinylpyrolidone, 1g BSA auf
20,0 ml .
50 ml aqua bidest.)
133,2 ml 20 x SSC
20,0 ml 10 % SDS
ad 400 ml mit aqua bidest. + 500 pl Lachssperm (10 mg/1) / 50 ml

2.5.7.3 Auswertung der Filterscans

Zur Auswertung der Signale auf den Filtern wurde das Programm Array Vision 7.0 bzw. 8.0
(Imaging Research Inc., St. Catharines, Kanada) verwendet. Dieses Programm ermittelt die
Intensititen der einzelnen Signale sowie die des Hintergrunds um die Signalgruppen. Diese
Rohdaten wurden mit dem Statistikprogramm R 2.0.1 (http://www.r-project.org) weiter
ausgewertet. Dabei wurden die Signalstirken iiber den Median der Signalstirken der
verschiedenen Filter normalisiert. AnschlieBend wurden die Signale ausgeschlossen, die nicht
mindestens fiinffach iiber dem lokalen Hintergrund lagen oder deren Replikate sich um mehr
als den Faktor 1,5 voneinander unterscheiden. Aus den verbleibenden Signalen wurden
letztlich diejenigen ausgewéhlt, die eine Verdnderung in der Signalintensitdt um mehr als den

Faktor 2,5 zeigten.

2.5.74 Entfernen der Sonden von den Filtern

Die Filter wurden zunichst mit kochendem 0,1 x SSC / 0,1 % SDS bedeckt, fiir 20 min bei
65 °C und danach fiir 15 min in 0,4 M NaOH / 0,1 % SDS bei RT geschiittelt. Anschliefend
wurden sie 2 x filir mindestens 15 min bei RT in 0,2 M TrisHCI (pH 7,4) / 0,1 x SSC / 0,1 %
SDS gewaschen. Danach wurden die Filter wie in Kap. 2.5.8.2 beschrieben in Folie
eingewickelt und die vollstindige Entfernung der Sonde vor einer erneuten Benutzung

tiberpriift. Ggf. wurde der gesamte Vorgang wiederholt.
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2.6 ARABIDOPSIS-SCREENING

Das screening der verschiedenen Arabidopsis Mutanten und Transgenen diente zum einen der
funktionellen Analyse verschiedener Kandidatengene (teilweise aus den macroarray-
Analysen erhalten [Kap. 2.5.8]) im Pathosystem Arabidopsis — F. oxysporum f.sp. matthiolae
bzw. F. culmorum. Zum anderen sollte eine mogliche Beteiligung verschiedener Signalwege
untersucht werden, indem Mutanten gescreent wurden, die in diesen Signalwegen gestort sind

(s. Tab. 2.1).

2.6.1 Nachzucht homozygoter T-DNA-Insertionslinien

Die potentiell T-DNA tragenden Arabidopsis-Pflanzen wurden wie in Kap. 2.1.2 beschrieben
angezogen. Zur Unterscheidung der nicht-transgenen Pflanzen von heterozygot bzw.
homozygot Transgenen wurde DNA mittels des REDExtract-N-Amp'" Plant PCR Kits
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) extrahiert und analysiert. Dazu wurde von zwei — drei Wochen
alten Pflanzen je eine kleine Blattprobe genommen (ca. 2 — 3 mm @), in 60 ul Elution-Buffer
fiir 10 min bei 95 °C inkubiert und danach mit 60 pl Dilution-Buffer versetzt. Dieses

Blattextrakt wurde in folgendem Ansatz fiir eine 3-Primer-PCR verwendet:

3,1 ul aqua dest.

4,5 ul REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix

0,7 ul Primer-Mix LP + RP (10 pmol/ul) des jeweiligen Kandidatengens
0,7 ul BP (10 pmol/ul)

3,0 ul Blattextrakt

Das verwendete PCR-Programm entsprach dem einer normalen PCR, als annealing-
Temperatur fiir die Primer wurden 57 °C gewiéhlt, die Elongationszeit betrug jeweils eine
Minute, da das grofite erwartete Fragment eine Linge von ca. 1 kb besall. Das Prinzip zur
Unterscheidung der drei verschiedenen genetischen Hintergriinde der Arabidopsis-Pflanzen
mit Hilfe dieser PCR ist in Abb. 2.2 erklért. Die Primer wurden mit Hilfe des 7-DNA-Primer
Design Tools (Genome Express Browser Server, http://signal.salk.edu/tdnaprimers.html)
ermittelt. Durch diese Software erhilt man nach Angabe der jeweiligen Linie nicht nur die zu
verwendenden Primer und deren annealing-Temperaturen, sondern auch die GroBe des bei

vorhandener T-DNA erwarteten PCR-Produkts.
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Abb. 2.2: Das Prinzip der 3-Primer-PCR:

Es werden jeweils zwei genspezifische Primer verwendet, die rechts (RP = right
primer) bzw. links (LP = left primer) von der T-DNA liegen sowie ein T-DNA-
spezifischer Primer BP (border primer), welcher auf der T-DNA liegt und in Richtung
des linken Endes der T-DNA verldngert wird. Die Lage der Primer RP und LP ist so
gewdhlt, dass sie bei nicht-transgenen Pflanzen ein PCR-Produkt von ca. 900 — 1100
bp ergeben. Im Fall einer T-DNA-Insertion ergeben, BP und RP ein Produkt von 410
— 710 bp. Bei WT-Pflanzen (WT) findet man also ein ~ 1 kb groes Produkt, fiir
heterozygote Pflanzen (HZ) findet man zusétzlich zu dem 1 kb-Produkt noch ein
kleineres. Bei homozygot (HM) Transgenen ergibt sich nur das kleinere Produkt, da
mit den RP/LP-Primern aufgrund der Grofe der T-DNA (ca. 4 kb) keine
Amplifikation erreicht wird.

Auf homozygote Pflanzen wurde zu Beginn der Bliitenbildung eine Plastikrohre (Arasystem

360 Kit, Gent, Belgien) gesteckt, um Fremdbestdubung zu vermeiden.

2.6.2 Das Screening auf Resistenz gegeniiber Fusarium

Pro Experiment wurden von jeder Arabidopsis Mutationslinie drei Petrischalen (@ 8,5 cm)

mit je ca. 50-100 Pflanzen/Schale auf 2 MS-Agar ca. drei Wochen wie in Kap. 2.1.2

beschrieben kultiviert. AnschlieBend wurden diese Pflanzen spriihinokuliert (ca. 1 ml/Schale):

eine Petrischale diente als Kontrolle und wurde mit Wasser + 0,05 % Tween bespriiht, eine

Schale mit F. oxysporum f.sp. matthiolae (200.000 Sporen/ml) und die dritte mit F. culmorum

(100.000 Sporen/ml). Fiinf bis acht Tage nach Inokulation erfolgte die Auswertung durch

Fotografieren der einzelnen Schalen und Vergleich der Befallstirke im Vergleich zum

Wildtyp.
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2.7 ERTRAGSVERSUCH

Die Besiedelung von Pflanzen mit dem Wurzelendophyten Piriformospora indica fiihrt bei
zahlreichen mono- und dikotylen Pflanzenarten zu deutlichen Wachstumsverbesserungen.
Auch fiir Gerste konnte in GefdlBversuchen bereits gezeigt werden, dass die Anwesenheit von
P. indica zu einer Erhohung der Biomasse und zur Steigerung des Kornertrags fiihrt. Neben
diesem Wachstumseffekt konnte ebenfalls eine induzierte Resistenz gegeniiber dem echten
Gerstenmehltaupilz Blumeria graminis f.sp. hordei beobachtet werden. (WALLER et al. 2005).
Diese Ergebnisse sollen in dieser Arbeit zum Teil wiederholt und um einen weiteren

Parameter, das Pathogen Fusarium graminearum, erweitert werden.

2.7.1 Kaultivierung von Piriformospora indica

Um geniigend Myzel bzw. Sporenmasse von P. indica fiir diesen Versuch zu erhalten, wurde
CM (complex medium) auf 300 ml-Erlenmeyerkolben verteilt (je 150 ml/Kolben) und mit
einem mit P. indica bewachsenen CM-Agarblockchen angeimpft. Die Kolben wurden so fiir
drei Wochen bei 25 °C auf einem Horizontalschiittler inkubiert. Zur Inokulation wurde das
Medium abgeschiittet und die in den Kolben gebildeten Hyphen/Sporenbéllchen

zusammengeschiittet, geschraddert und direkt zur Inokulation benutzt (s. Kap. 2.7.2).

CM (complex medium):

10g 20 x Salzlosung*
20g Glucose

2g Pepton

lg Hefeextrakt

lg Casaminosduren
1 ml Mikroelemente

mit aqua dest. auf 1 1 auffiillen, autoklavieren

* 20 x Salzlosung:

120 g NaNOs;
10,4 g KCI
104 g MgSO4 x 7 H20
304¢g KH,PO4
mit aqua dest. auf 1 | auffiillen, autoklavieren
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2.7.2  Versuchsaufbau & Anzuchtbedingungen

Die drei Gerstenkultivare Annabell, Ingrid und Maresi wurden in Gefdllversuchen unter
Freiland-Bedingungen systematisch untersucht. Zur Anzucht wurden die zwei bis drei Tage
alten Keimlinge jeweils zu zweit in einen 200 ml-Topf mit einem Gemisch aus Seramis und
Oildri (2 :1) getopft. Die Hilfte der Keimlinge wurde dabei direkt durch Gielen eines
Sporen-/Hyphen-Gemisches (2 g/Topf) in das Pflanzloch mit P. indica inokuliert.
AnschlieBend wurden die Pflanzen fiir vier Wochen im Gewéchshaus kultiviert (16 h
Lichtperiode [30 klux], 60 % RF, 18 °C und in der Dunkelperiode 14 °C). Nach dieser Zeit
wurden die Pflanzen in Mitscherlich Topfe in tiberfiihrt (6 Pflanzen/Topf = 1 Wiederholung)
und am Standort Rauischholzhausen (Marburg) unter Freilandbedingungen weiter kultiviert.
Zu diesem Zeitpunkt erfolgte auch die Inokulation mit F. graminearum durch Pipettieren
einer Makrokonidienlosung an die Wurzeln der Pflanzen (10° Konidien/Pflanze). Das in
diesen Topfen befindliche Substrat war ein Gemisch aus Sand und Ackerboden der Vorfrucht
Kartoffel (2 : 1), dem zusitzlich als Nahrstoffe 0,25 g N, 0,4 g P, 1,6 g K, 0,2 g Mg sowie 1,5
g CaCO; zugefiigt wurden. Eine zweite Stickstoffgabe mit 0,25 g N pro Topf erfolgte zum
Beginn des Schossens (BBCH 31). Insgesamt gab es pro Variante und Kultivar sechs
Wiederholungen sowie ein bis zwei Zusatzgefa3e fiir Wurzelbohrungen, um die Besiedelung

mit P. indica bzw. F. graminearum zu kontrollieren. Der genaue Versuchsaufbau ist in Abb.

2.3 dargestellt.

cv. Maresi |cv. Annabell|cv. Ingrid |cv. Maresi [cv. Annabell cv. Ingrid
Kentrolle [ Kontrolle Bwdnh. |6 wWdh. 6 Wdh. ]
F. graminaarum 6 Widh. 6 \dh. 6 \VWdh.
Anzahl Pflanzen 26 36 36' 36 36 3
Gewdchshaus |Anzuchttdpfe 18 18 184 18 18 15
Freiland |M.-Gefalle 5] 5] 6' & 5] £
Plindica _ |Kontrolle Bwdh.  |6Wdh 6 Wdh,
F. graminaarum 6 Wdh. 6 \dh. 6 \VWidh.
Anzahl Pflanzen 26 36 36 36 36 36
Gewdchshaus | Anzuchttdépfe 18 18 18 18 18 18
Fraifand |M.-Gefalle 3] i §] 3] ] 3]
Abb. 2.3 Ubersicht iiber den Aufbau des Ertragsversuchs unter Freilandbedingungen.

Es wurden die drei Gerstenkultivare Annabell, Maresi und Ingrid untersucht.
Verglichen wurden jeweils vier verschiedene Behandlungen: unbehandelt (griiner
Rahmen), F. graminearum-Infektion (blauer Rahmen), P. indica-Besiedelung (gelber
Rahmen) und der Einfluss der Simultaninokulation mit beiden Pilzen (roter Rahmen).
Pro Kultivar und Variante wurden sechsunddreiflig Pflanzen untersucht. Fiir die
Anzucht im Gewéchshaus wurden je zwei Pflanzen in 200 ml-Topfen angezogen.
Nach Uberfiihrung in Freiland-Bedingungen wurden je sechs Pflanzen in ein
Mitscherlich-Gefdll (= 1 Wiederholung [Wdh.]) getopft.
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Gegen den unerwiinschten Befall mit Pathogenen, welche Einfluss auf den Ertrag haben
konnten, wurden das Blattfungizid Opus Top (250 g I"' Fenpropimorph, 84 g I'' Epoxiconazol,
BASF, Ludwigshafen) bzw. das Insektizid Karate (100 g 1" lambda-Cyhalothrin, Syngenta
Agro, Maintal) eingesetzt.

2.7.3 Untersuchung der Parameter Wachstum, Chlorophyll, Entwicklung und Ertrag

Wachstum

Um den Einfluss der beiden Pilze auf das Wachstum der Gerstenkultivare zu untersuchen,
wurden an vier Zeitpunkten die Wuchshohen der Pflanzen bestimmt. Gemessen wurde dabei
je Wiederholung die groBte Pflanze: nach 7 und 9 Wochen bis zum Fahnenblatt, nach 12 und
14 Wochen bis zur Grannenspitze. Zur Auswertung wurden von den sechs gemessenen
Wiederholungen die Mittelwerte gebildet und die vier verschiedenen Behandlungen im
Zeitverlauf mittels Liniendiagramm miteinander verglichen. Die Signifikanzen wurden mittels

ungepaarten Student’s t-Tests ermittelt.

Chlorophyllgehalt der Blétter

Die Messung des Chlorophyligehalts erfolgt mit Hilfe des Gerdtes CCM-200 (Opti-Sciences
Inc., Tyngsboro, MA, USA). Dieses Gerdt ermoglicht die Messung des relativen
Chlorophyllgehalts ohne die Pflanzen zu beschidigen. Das CCM-200 nutzt zwei
Wellenldngen fiir die Absorptionsmessung. Eine Wellenldnge féllt in den Bereich der
Chlorophyllabsorption (~ 600 — 700 nm, Rotspektralbereich), die andere dient dazu,
physische Unterschiede wie z.B. die Gewebedicke einzubeziehen (~ 850 — 1000 nm,
Infrarotbereich). Aus den Messungen dieser beiden Wellenldngen wird der Chlorophyll-
Gehalt-Index (chlorophyll content index = cci) errechnet und ausgegeben. Die
Chlorophyllmessungen wurden 7 und 9 wpi immer in der gleichen Blattetage im Bereich der

jingsten vollentwickelten Blitter bzw. des Fahnenblattes durchgefiihrt.

Entwicklung

Dieser Parameter wurde durch Beobachtung der Ahrenentwicklung untersucht. 10, 11 und 12
Wochen nach P. indica-Inokulierung wurde das Entwicklungsstadium aller Ahren pro
Wiederholung nach dem in Abb. 2.4 dargestellten Kriterien festgehalten. Zur Auswertung
wurden die Entwicklungsstadien aller Behandlungen der drei Kultivare in einem
Sdulendiagramm dargestellt, wobei die drei Klassen in gestapelten Sdulen zusammengefasst

wurden. Die Signifikanzen wurden mittels ungepaarten Student’s t-Tests ermittelt.
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Klasse 1 Klasse 2 Klasse3
Erscheinungsbild:
Beschreibung: nur Grannen Grannen und Ahre voll
sichtbar Teile der Ahre | entwickelt und
sichtbar keine Teile
mehr vom
Fahnenblatt
umschlossen
Abb. 2.4: Klassifizierung der Ahren-Entwicklungsstadien

Zur Bestimmung der Ahrenentwicklung wurden drei Klassen unterschieden: Zur
Klasse 1 wurden diejenigen Ahren gezihlt, bei denen die gesamte Ahre noch vom
Fahnenblatt umschlossen, die Grannen aber schon sichtbar waren. Der Klasse 2
wurden die Ahren zugeordnet, die teilweise vom Fahnenblatt umschlossen waren.
Ahren der Klasse 3 waren vollstindig entwickelt und aus dem Fahnenblatt heraus
geschoben.

Ertrag

Um den Ertrag zu ermitteln, wurden nach Abreife der Pflanzen alle Ahren eines Mitscherlich-
GefiBes geerntet und die Menge an Ahren pro Gefi8, Kornertrag und Strohertrag pro Gefif
sowie der Ernteindex (Verhiltnis Korn:Stroh) bestimmt. Von den erhaltenen Ahren wurden
pro GefiB jeweils zehn fiir die Ahrenanalyse verwendet. Anhand dieser Ahren wurde die
Menge an Kérnern pro Ahre sowie Tausendkorngewicht (TKG) bestimmt. Die iibrigen Ahren
eines GefdBes wurden gedroschen und der Ertrag in Frischgewicht ermittelt. Von diesen
Koérnern wurden nun fiinf Gramm genommen, um durch Trocknung bei 105 °C den
Feuchtegehalt zu bestimmen. Fiir die Endauswertung wurden alle Gewichtsdaten auf eine
relative Feuchte im Korn von 14 % umgerechnet. Das Stroh/Gefdl wurde bei 65 °C
getrocknet und die Trockenmasse bestimmt. Zur Bestimmung des TKG wurden pro Gefal} 4 x
100 Korner gewogen und der Mittelwert auf 1000 Korner hochgerechnet und dann wiederum

auf 86 % Trockenmasse umgerechnet.
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Zur Auswertung wurde der Ertrag der drei Kultivare unter den vier verschiedenen
Bedingungen nebeneinander in absoluten Werten als Sdulendiagramm sowie als relativer
Vergleich dargestellt. Die Signifikanzen wurden mittels ungepaarten Student’s t-Tests

ermittelt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 ANFALLIGKEIT VERSCHIEDENER GERSTENSORTEN BEI EINER BLATTINFEKTION MIT
FUSARIUM CULMORUM

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Gerstengene mittels cDNA-macroarray Analysen
identifiziert werden, deren Expression bei einer Blattinfektion mit Fusarium culmorum (Fc)
verdndert ist. Um Resistenz- bzw. Suszeptibilititsfaktoren in dieser Gerste-Fusarium
Interaktion auffinden zu konnen, sollten die Expressionsmuster einer anfdlligen und einer
weniger stark anfdlligen Gerstensorte vergleichend untersucht werden. Da keine gesicherten
Daten iiber die Anfilligkeit von Gerstenkultivaren bei einer Blattinfektion mit Fc existierten,
wurden zundchst verschiedene Gerstensorten im Hinblick auf diese Eigenschaft untersucht.
Dazu wurden die Primérblétter acht Tage alter Gerstenpflanzen wie in Kap. 2.3.1 beschrieben
mit Fc inokuliert. Die Auswertung erfolgte nach fiinf bis acht Tagen visuell, u.a. durch die
Bestimmung der Anzahl der Blattnekrosen und der Bonitur der Gelbfarbung der Blitter. Die
Unterschiede bzgl. der Anzahl der Nekrosen war zu fritheren Zeitpunkten (ca. 5 Tage nach
Infektion, dai) deutlicher, die bzgl. der Gelbfarbung dagegen zu spéteren Zeitpunkten (ca. 8
dai).

90
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Jolante Maresi Nikel Ingrid

21,1 209

Anzahl Nekrosen/Blatt [n]

Abb. 3.1: Anzahl der durch F. culmorum hervorgerufenen Blattnekrosen pro Blatt.
Die Primérblatter 8 Tage alter Gerstenpflanzen der Sorten Jolante, Maresi, Nikel und
Ingrid wurden mit einer Sporensuspension von Fc (150.000 Sporen/ml) inokuliert.
Fiinf Tage spéter wurde die Anzahl der Nekrosen pro Blatt gezihlt, wobei jeweils acht
Blattsegmente pro Sorte analysiert wurden.
Dargestellt ist neben der Anzahl der Nekrosen pro Blatt (grau) auch der Mittelwert fiir
die jeweilige Gerstensorte (schwarz).
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Untersucht wurden die Gerstenkultivare Nikel, Ingrid, Jolante und Maresi. Innerhalb dieser
Auswahl zeigte das Kultivar Nikel immer die geringste Auspriagung der Symptome, d.h. die
geringste Anzahl an Nekrosen sowie die schwichste Gelbfarbung der untersuchten ganzen
Pflanzen bzw. Blattsegmente. Pflanzen der Sorte Maresi dagegen wiesen meist die grofBte
Anzahl an Nekrosen auf sowie immer eine starke Gelbfarbung der Blattspitzen oder
Blattsegmente. Bei einer Auszédhlung der Nekrosen fanden sich im Mittel acht Nekrosen pro
Blatt fiir die Sorte Nikel, fiir Jolante und Ingrid ca. 21 und fiir Maresi etwa 40 (s. Abb. 3.1).
Zur Bestitigung wurden nur noch Tests mit den beiden Kultivaren Nikel und Maresi

durchgefiihrt und zur Dokumentation fotografiert (s. Abb. 3.2).

Maresi

Abb. 3.2: Aufnahme der durch F. culmorum hervorgerufenen Gelbfirbung der Blattsegmente.
Die Primérblitter acht Tage alter Gerstenpflanzen der Sorten Nikel und Maresi wurden
mit einer Sporensuspension von Fc (150.000 Sporen/ml) inokuliert; die fotografische
Auswertung erfolgte hier acht (A) bzw. sieben (B) Tage nach Inokulation.

3.2 IDENTIFIZIERUNG FUSARIUM-RESPONSIVER GENE DER GERSTE

Um Gerstengene zu identifizieren, die gegeniiber einer Blattinfektion mit Fusarium responsiv
sind, wurde die weniger Fc-anfillige Sorte Nikel vergleichend mit der Fc-anfélligeren Sorte
Maresi untersucht. Als Methode wurde der radioaktive reverse Northern gewéhlt, fiir den vom
IPK Gatersleben zur Verfiigung gestellte macroarrays verwendet wurden. Auf diese Weise
konnte die Expression von 1536 verschiedenen Gerstengenen, deren Fragmente auf die
macroarray-Membranen gespottet waren (s. Kap. 2.5.8.), gleichzeitig untersucht werden. Die
komplexen cDNA-Sonden zur Hybridisierung der macroarrays wurden aus dem Blattmaterial
10 Tage alter Gerstenpflanzen generiert, die 24 h zuvor mit Fc inokuliert worden waren (GB
1 + GB 2, s. Tab. 2.2). Dabei wurden fiir die Sorte Nikel zwei biologische Wiederholungen
gemacht, fiir Maresi eine. Es wurde nur das Blattmaterial verwendet, bei dem im Vergleich
von inokuliertem zu nicht-inokuliertem Material eine Induktion des Pathogenese-abhidngigen
Proteins PR1 {iiber RT-PCR nachgewiesen werden konnte. Bei jeder macroarray

Hybridisierung wurde eine technische Wiederholung durchgefiihrt, d.h. dass zwei Filter mit
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derselben Sonde hybridisiert wurden. Insgesamt ergaben sich somit pro biologischem
Experiment durch die technische Wiederholung jeweils vier Vergleichsmoglichkeiten
zwischen zwei Kontrollfiltern und zwei Fec-Filtern, die jeweils getrennt ausgewertet wurden.
Die Auswertung erfolgte mittels Array Vision 7.0 bzw. 8.0 (Imaging Research Inc., St.
Catharines, Kanada) am MPI fiir Terrestrische Mikrobiologie in Marburg bzw. am Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie in GieBen. Das Programm bestimmte die Intensititen der
verschiedenen Signale und des lokalen Hintergrunds um die jeweiligen spotting groups (s.
Kap. 2.5.8), der Hintergrund wurde anschliefend von der Signalstirke der Genfragmente
subtrahiert. Mit Hilfe des Programms R 2.0.1 wurden die aus Array Vision erhaltenen Werte
nach vom Nutzer ausgewdhlten Bedingungen (s. Kap. 2.5.8.3) selektiert. Die Signale der so
ausgewdhlten Klone wurden mit Microsoft Excel weiterbearbeitet, indem die Signalstéirke
eines cDNA-Fragments auf dem Fusarium-Filter durch die Signalstirke im Kontrollfilter
dividiert wurde. Der erhaltene Wert gab die Induktion des Gens durch die Inokulation mit Fc
an. Die Repression eines Gens wurde durch den Kehrwert dieses Quotients ausgedriickt. In
Tabelle 3.1 sind die Gene aufgefiihrt, die in den macroarray-Analysen nach Inokulation mit
Fc um mehr als das 2,5fache differentiell exprimiert waren. Der Blast dieser Sequenzen
erfolgte mit Hilfe des TIGR-Blast (http://www.tigr.org/tdb/, s. Kap. 2.5.6).

Die bei den macroarray-Analysen als differentiell ermittelten Klone sind in Tab. 3.1 getrennt
nach Kultivar und Versuch aufgefiihrt. Die in den Spalten angegebenen Zahlen von 1 — 4
geben an, in wie vielen der 4 Filtervergleiche eine differentielle Expression ermittelt werden
konnte. Die genauen Expressionsdaten sind im Anhang in Tab. A2 zu finden.

In den drei durchgefiihrten biologischen Experimenten wurden insgesamt 112 Klone als
differentiell exprimiert ermittelt. 37 davon nur im Kultivar Nikel (in mindestens einer von
beiden biologischen Wiederholungen), 38 nur im Kultivar Maresi und 37 in beiden
Kultivaren. Betrachtet man zunichst nur das Ergebnis der beiden Experimente filir das
Kultivar Nikel, so wurden hier insgesamt 75 Klone als differentiell exprimiert gefunden, 39
davon nur in einem der beiden Experimente, 36 in beiden. Von diesen 36 stimmt die Richtung
der differentiellen Expression, d.h. die Induktion bzw. Repression, fiir 9 Klone in beiden
Versuchen iiberein, fiir die anderen 27 gab es Widerspriiche entweder in der biologischen
oder in der technischen Wiederholung. Es war also nur fiir 9 der 75 Klone (= 12 %, in der
Tabelle gelb hinterlegt) eine relativ klare Aussage zu machen: drei waren induziert, sechs
waren reprimiert. Da die Aussagekraft dieser beiden macroarray-Analysen wesentlich
geringer war als erwartet, wurde beschlossen, fiir das Kultivar Maresi nur ein Experiment

durchzufiihren. In diesem Experiment wurden ebenfalls 75 Klone als differentiell exprimiert
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gefunden, zwei davon reprimiert, 69 induziert und 4 mit widerspriichlichem Ergebnis
zwischen den technischen Wiederholungen. Die Kandidatengene fiir die folgenden
Expressions- bzw. Funktionsanalysen wurden daher diesen drei Experimenten vorrangig nach
interessanten Homologien ausgesucht. Die mittels TIGR-blast ermittelten Homologien zu den

einzelnen Klonen sind in Tab. 3.2 ebenfalls nach Kultivar getrennt aufgefiihrt.

Tab. 3.1: Expressionsdaten der macroarray-Analyse.

Aufgefiihrt ist die Induktion (1) bzw. Repression (|, grau hinterlegt) von Klonen des cDNA-
macroarrays in Gerstenprimarbléttern der Kultivare Nikel und Maresi nach Inokulation mit Fc. Die
Bestimmung der Signalintensititen erfolgte mittels ArrayVision, die Normalisierung mittels R 2.0.1.
Pro Experiment, d.h. pro Kultivar und Versuch, wurden je vier Auswertungen vorgenommen, da je
zwei Kontrollfilter und zwei ,Fc-Filter’ vorhanden waren, die miteinander verglichen wurden. Die in
den Spalten angegebenen Zahlen von 1 — 4 geben an, in wie vielen der vier Vergleiche eine
differentielle Expression ermittelt werden konnte. Gelb hinterlegt sind die neun klaren Uberein-
stimmungen der beiden biologischen Wiederholungen fiir das Kultivar Nikel. Die Expression der in
roter Schrift markierten Klone wurde im Folgenden mittels RT-PCR untersucht. Die genauen
Expressionsdaten sind im Anhang in Tab. A2 zu finden.

Tab. 3.2: Homologien der differentiell exprimierten Klone auf Nukleotidebene.

Aufgefiihrt sind die im TIGR-blastn ermittelten hochsten Homologien auf Nukleotidebene und die
dazugehdrigen Parameter der mittels cDNA-macroarray-Analysen als differentiell identifizierten
Klone. Grau hinterlegt sind die Klone, deren Expression im Folgenden mittels RT-PCR néher
analysiert wurde.
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Tab. 3.1: Expressionsdaten der macroarray-Analyse
Nikel Maresi Nikel Maresi
kin 3 kin 4 kin 3 kin 3 Kkin 4 kin 3
Klon H I S Klon 1 Klon S )
GBNO01AO1 1 2 GBNOO1A23 2 GBNO001D12 2 2 4
GBNO001C09 2 GBNO0O0ID13 3 GBNO001G02* 1 2 | 3
GBNO001C13* 2 GBNOOIEI8 4 GBNOO1HO06 2 2 1
GBNO001D10* 1 GBNOO1F16 4 GBN002A02 1 4 | 2 1
GBNOO1E16 2 2 2 GBNOOIN10 4 GBN002B02 2 1 1
GBNOO0O1F24 2 GBNOOIN18 2 GBN002C04* 2 2 | 2
GBNO001G10 2 GBN001020 2 GBN002D18 4 4
GBNO001J10 2 GBNO002B01 2 GBNO02E18 2 1 [ 4
GBNO001J24 4 GBNO002B05 3 GBN002G15 2 2 4
GBNO001K24 2 4 GBNO02EO1 4 GBNO002H15 2 2 1] 4
GBNO0O01L08 2 GBNO02E02* 1 GBNO02H17* 2 2
GBN001002 3 GBNO02E09 2 GBNO002H21 2 4 | 2
GBNO002A01 4 4 GBNO02E21 2 GBNO002H23 2 3
GBNO002A18* 2 GBNOO2E22* 3 GBNO002J19 2 3 | 4
GBN002B18 2 GBNO002F17 4 GBNO002P07 1 3 2
GBN002114 2 GBN002G23 3 GBN003B04 2 | 2
GBNO002K07 1 1 2 GBNO02H20 3 GBN003B06 4 2
GBNOO02L11* 3 GBNO002L07 3 GBN003D17 2 [ 4
GBNO002P15 1 1 1 1 GBNO02L11 1 GBNO003D18* 2 2
GBNO003A21 2 GBN002018 4 GBN003D20* 3 2 [ 3
GBNO003B02* 2 GBNO003A02 3 GBNOO03E22 2 3 4
GBNO003B12 4 GBNO003B03 2 GBNO003F19 3 2 | 1
GBNO003C07 4 GBNO003B08 2 GBNO03HO07 2 2 4
GBNOO3EO6 2 4 GBN003C01 2 GBNO003110 2 2 | 4
GBNO003J11 2 GBN003J07 3 GBNO003J09 1 2 1 1
GBNO003KO05 2 GBNO003C06 2 GBNO003J10* 1 1 1 | 4
GBNOO03N11 2 GBN003L06 2 GBNO03K10 1 1 2 2
GBNOO3N12 1 1 3 GBNO03MO02 2 GBNO003K 14* 2 2 [ 4
GBN003015 2 2 GBNO03MO06 1 GBN003020 1 2 3 2
GBNO004A01* 2 GBN003017 4 GBNO003P02 1 2 [ 3
GBNO004A03 3 2 GBN004C18 2 GBN004A02 2 1 2
GBNO004B19 2 GBNOO4E18 4 GBNO004A07* 4 2 | 2
GBN004C05 1 3 GBN004G01 3 GBN004B03 4 4 3 |1
GBN004114 2 GBN004102 3 GBN004G16* 1 2 | 4
GBN004MO07 2 GBN004106 3 GBNO004117 3 3 4
GBN004M 18 3 GBNO004K02 3 GBNO004118 4 2 21| 4
GBNO004N06* 2 GBN004M15 1 GBN004M16 1 2 3
GBN004M19 2

* chimérer Klon, der 2 — 3 verschiedene Sequenzen enthélt; in Tab. 3.2 durch a/ b/ c gekennzeichnet
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Tab. 3.2: Homologien der differentiell exprimierten Klone auf Nukleotidebene
im TIGR-blastn hochste Homologie zu
Klon TC mogliche Funktion Score Expect Identities
Klone, die nur in cv. Nikel differentiell exprimiert waren
GBNO001AO1 wheat|TC262462  Non-ribosomal peptide synthetase modules and related proteins-like 285 2.3e-14  83/108 (76%)
GBNO001C09 wheat[TC267018  alpha 2C4 adrenoceptor subtype - mouse {Mus musculus} 204 0.18  68/96 (70%)
GBNO00IC13_a barley|]AV834161  expressed protein {Arabidopsis thaliana} 1902 1.2e-80  398/413 (96%)
_ b barley|TC149098  Gamma-glutamyl hydrolase precursor (Gamma-Glu-X carboxypeptidase) 1783 1.8e-75 363/368 (98%)
GBN001D10_a barley|TC133256  Plastid (P)ppGpp synthase (=RelA Protein) [RelA] 1658 4.7¢-70  338/349 (96%)
_b barley|TC142448  F12K21.21 {Arabidopsis thaliana} 1775 6.2e-75 355/355 (100%)
_c  wheat|CA745703 291 1.3e-07  103/141 (73%)
GBNOO1E16 barley|TC146788  Oxygen-evolving enhancer protein 3-1, chloroplast precursor (OEE3) 992 1.3e-39  204/208 (98%)
GBNO001F24 barley|TC133989 1876 1.7¢-79  398/415 (95%)
GBNO001G10 barley|TC131364  Carbonic anhydrase, chloroplast precursor (Carbonate dehydratase) 1468 1.8e-61  302/311 (97%)
GBNO001J10 barley|TC132933  Glycine-rich cell wall structural protein 1.0 precursor (GRP 1.0) [GRP] 1797 5.1e-76  365/369 (98%)
GBNO001J24 barley|TC131485  Hydroxyproline-rich glycoprotein DZ-HRGP precursor 841 6.3e-33  189/236 (80%)
GBNO001K24 barley|TC139737 1518 2.7e-63  318/327 (97%)
GBNO001L08 barley|TC148359  ATPase-like protein 1707 2.8e-72  351/359 (97%)
GBN001002 barley|TC148643  PPF-1 protein {Pisum sativum} 1369 1.4e-56  279/284 (98%)
GBNO002A01 barley|TC149273 1429 1.4¢-59  291/296 (98%)
GBNO002A18 a barley[TC145210 1572 1.8e-65 322/327 (98%)
_b  wheat|CA629464 297 1.8e-07  71/84 (84%)
GBN002B18 barley|CA000160 1750 1.4e-73  350/350 (100%)
GBNO002114 barleyTC133731  Glycine-rich protein precursor 1201 6.1e-49  241/242 (99%)
GBNO002K07 barley|TC139473  H+-transporting ATP synthase chain 9-like protein 746 1.6e-28 154/160 (96%)
GBNOO02L11_a  barley[TC147600  50S ribosomal protein L6 (BL10) 1656 1.2e-69  332/333 (99%)
_b barley|TC135092  Atherin 840 8.6e-33  168/168 (100%)
GBNO0O02P15 barley|TC131485  Hydroxyproline-rich glycoprotein DZ-HRGP precursor 616 9.3e-23  150/208 (72%)
GBNO003A21 barley|TC142873  Receptor-like protein kinase 1212 1.8¢-49  244/246 (99%)
GBNO003B02_a barley|TC139231  Dehydrin 9 960 3.8¢-38  192/192 (100%)
_b barley|TC147589  Fiber protein Fb14 1321 2.3e-54  265/266 (99%)
GBNO003B12 barley|TC132933  Glycine-rich cell wall structural protein 1.0 precursor (GRP 1.0) 248 3.8¢-05 52/55 (94%)
GBN003C07 nicht sequenziert
GBNOO03E06 barley|TC130960  Dormancy-associated protein (auxin-repressed protein) [ARP] 1757 3.3e-74  353/355 (99%)
GBNO003J11 wheat|CA738616 342 9.6e-10  124/177 (70%)
GBNO003K05 barley|TC134825  coiled-coil domain containing 8 {Homo sapiens} 2226 1.1e-95 450/456 (98%)
GBNOO3N11 barley|TC130722  Chlorophyll a/b-binding protein precursor 1366 1.4e-56  274/275 (99%)
GBNOO3N12 barley|TC150126  Chloroplast import-associated channel protein homolog 943 8.3e-61 193/197 (97%)
GBNO003015 nicht sequenziert
GBNO004AO1 a barley|TC139620  Clathrin coat assembly protein AP47 [Clathrin] 1060 5.2e-43  228/239 (95%)
_b barley|TC130722  Chlorophyll a/b-binding protein precursor 911 4.9¢-36  191/196 (97%)
GBN004A03 barley|TC139357  Protoporphyrin IX Mg-chelatase subunit precursor 1468 5.7e-61 324/341 (95%)
GBNO004B19_a barley|TC134065  AF-17 protein 455 7.5e-15 139/187 (74%)
_b Dbarley[TC131841  At5g64750 {Arabidopsis thaliana} 144 2.6 48/67 (71%)
GBN004CO05 barley|TC139355  Protoporphyrin IX Mg-chelatase subunit precurso 1760 1.1e-73  352/352 (100%)
GBNO004114 barley|TC132933  Glycine-rich cell wall structural protein 1.0 precursor (GRP 1.0) 1165 1.8e-47  243/248 (97%)
GBN004M07  barley|TC133690  At1g22700/T22J18_13 1626 2.9e-68 338/347 (97%)
GBN004M18 barley|TC132933  Glycine-rich cell wall structural protein 1.0 precursor (GRP 1.0) 1167 1.5e-47  243/249 (97%)
GBNO004N06_a  wheat|TC245096 283 6.2e-07  71/89 (79%)
_b barley|TC137615 128 5.6 54/83 (65%)
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im TIGR-blastn hochste Homologie zu

Gen-Nr. TC mogliche Funktion Score Expect Identities
Klone, die nur in cv. Maresi differentiell exprimiert waren
GBNO001A23  barley|TC138855  Elongation factor 1-beta' (EF-1-beta") 1714 1.6e-72  352/359 (98%)
GBNO001D13  barley|TC139755 1704 8.1e-72  372/391 (95%)
GBNOOIE18 barley|TC146692  Eukaryotic translation initiation factor 1A (EIF-1A) (EIF-4C) 1380 7.4e-57 282/285 (98%)
GBNOO1F16 barley|TC147142  Bundle sheath cell specific protein 1 1433 1.3e-59  297/306 (97%)
GBNO0OIHO6  barley|TC131364  Carbonic anhydrase, chloroplast precursor (Carbonate dehydratase) 1468 1.8e-61  302/311 (97%)
GBNOOINI10  barley|TC132900 1169 1.4e-62  281/311 (90%)
GBNOOIN18 barley|TC131287  Sperm histone P2 precursor (Protamine MP2) 1928 4.8¢-82  402/413 (97%)
GBN001020 barley|TC140550  Methionine sulfoxide reductase A 946 1.2e-37  208/222 (93%)
GBN002B01 arabNP307634 kinesin-like protein; 73641-79546 170 021 72/106 (67%)
GBNO002B05 barley|TC152570 1299 1.7¢-53  263/267 (98%)
GBNO002E01 barley|TC139735 1165 1.7e-47  233/233 (100%)
GBNO002E02_a barley|TC153740 1213 2.5e-49  247/251 (98%)
_b barley|CB860426 855 8.4e-45  175/177 (98%)
GBNO002E09 barley|TC140550  Methionine sulfoxide reductase A 1076 1.6e-43  248/280 (88%)
GBNOO02E21_a barley[TC131304  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit 1092 2.9e-44  220/222 (99%)
_b  wheat[TC250625  O-methyltransferase 1438 4.7e-60  310/335 (92%)
GBNO002E22_a barley[BG309672  chitinase (EC 3.2.1.14) precursor - beet 140 3.6 72/115 (62%)
b keine Homologie
GBNO002F17 barley|TC140064 1807 1.4e-76  365/368 (99%)
GBN002G23 keine Homologie
GBNO002H20 barley|TC139190  Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa (Ubiquitin-protein ligase) 1127 1.0e-45 231/235 (98%)
GBNO002L07 barley|TC132091  Glycine decarboxylase complex H-protein (At2g35120/T4C15.21) 1571 8.9¢-66  315/316 (99%)
barley|BQ660616 1555 7.4e-65 311/311 (100%)
GBNOO02L11_a barley|TC147600  50S ribosomal protein L6 (BL10) 1656 1.2e-69  332/333 (99%)
_b barley|TC135092  Atherin 840 8.6e-33  168/168 (100%)
GBN002018 nicht sequenziert
GBNO003A02  barley|TC139625 1721 4.5¢-73  345/346 (99%)
GBN003B03 barley|TC140839  Vesicle transport v-SNARE 11 (AtVTI11) [VSNARE11] 2584 1.3e-111 530/560 (94%)
GBNO003B08  barley|TC139556 Diml homolog [Dim1] 1625 3.9¢-68 325/325 (100%)
GBN003C01 barleyTC131125  eukaryotic translation initiation factor 5 {Zea mays} 1680 1.2e-70  336/336 (100%)
GBNO003C06  wheat|TC265967 280 2.7e-14  100/143 (69%)
GBNO03L06 barley|TC141091 1428 1.3¢-59  286/287 (99%)
GBN003M02  wheat|CA721767 404 1.2e-12 150/220 (68%)
GBNO003MO06  barley|TC146289  Malate dehydrogenase, glyoxysomal precursor 925 1.5e-36  189/191 (98%)
GBN003017  wheat|TC238809  myb-related transcription factor MYB59 - Arabidopsis thaliana [mr-TF] 1033 1.6e-41 237/266 (89%)
GBNO004C18 nicht sequenziert
GBNOO4E18 barley|TC146692  Eukaryotic translation initiation factor 1A (EIF-1A) (EIF-4C) 1380 7.4e-57 282/285 (98%)
GBN004G01_a barley|TC146331  Vacuolar ATPase subunit G 1306 9.1e-54 268/272 (98%)
_b wheat[BE403105 157 0.19  65/91 (71%)
GBNO004102_a  barley|TC139159 transcriptional coactivator-like protein {Arabidopsis thaliana} 901 1.7e-35  197/206 (95%)
_b  barley|TC152769 1241 7.0e-51  261/271 (96%)
GBNO004106 barley|TC130762  Ubiquitin-conjugating enzyme UBC2 972 7.4e-39  204/217 (94%)
GBN004K02 barley|TC132555  Leucine-rich repeat-like protein 1099 9.3e-45 245/266 (92%)
GBNO004M15  barley|TC146334  Glutathione-S-transferase 2 1448 2.2e-60  302/311 (97%)
GBN004M19  barleyTC140207  Peptide transporter 1546 4.8e-65 350/383 (91%)
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im TIGR-blastn hochste Homologie zu

Gen-Nr. TC mogliche Funktion Score  Expect Identities
Klone, die in cv. Maresi und cv. Nikel differentiell exprimiert waren
GBNO001D12 barley|TC138716  ADP-ribosylation factor-like protein (AT3g62290/T17J13_250) 2157 2.7e-92  441/449 (98%)
GBNO001G02_a  wheat/TC274498 179 0.057  59/78 (75%)
_b  barley|TC146862  Ankyrin-repeat protein HBP1 [Ankyrin] 1786 1.0e-75 360/362 (99%)
GBNO002A02 keine Homologie
GBN002B02 barley|TC136274 292 2.1e-07  60/62 (96%)
GBN002C04 a  wheat|CA742320  embryogenesis transmembrane protein - maize 730 1.4e-27 176/215 (81%)
_b  wheat|CV759875 429 4.0e-14  123/165 (74%)
_c  Dbarley|TC133572  MutT-like protein 907 7.8e-36  183/185 (98%)
GBN002D18 barley|TC131592  Calreticulin 3 precursor [CRT3] 2484 2.7e-107 500/504 (99%)
GBNO02E18 barley|BE421590  BI12D protein - barley 1262 4.8e-52  254/256 (99%)
GBN002G15 nicht sequenziert
GBNO002H15 arab|TC254909 379 4.3e-11  203/326 (62%)
GBNO02H17_a  barley|TC151488 1962 4.2e-83  394/396 (99%)
_b  barley|TC136681 1216 9.6e-50  244/245 (99%)
GBNO002H21 barley|TC134446  Ferredoxin-thioredoxin reductase, variable chain (FTR-V) 1370 1.0e-56  290/312 (92%)
GBNO002H23 barley|TC142661 1381  4.1e-57 277/278 (99%)
GBN002J19 barley|TC139728  NifU-like protein (AT4g22220/T10114_50) 1506 7.3e-63  302/303 (99%)
GBNO002P07 barley|TC147234  DNA-directed RNA polymerase II subunit-like protein {Arabidopsis thaliana} 1978 4.2e-84  398/401 (99%)
GBN003B04 barley|TC142879 1948 1.2e-82  392/395 (99%)
GBN003B06 barley|TC131616  ferritin 1005 2.4e-40 201/201 (100%)
GBNO003D17 barley|TC146675  Lipid transfer protein 7a2b 1321 1.5e-54  265/266 (99%)
GBNO003D18_a  barley|TC139359  Zeaxanthin epoxidase 1211 2.9¢-49  247/255 (96%)
_b  wheat|TC238782 834 2.9e-32  198/225 (88%)
GBNO003D20 a barley[TC148824  MAP kinase MAPK2 [MAPK2] 1358 2.5e-56  274/277 (98%)
_b  barley[BE422359 931 6.5e-37 187/188 (99%)
GBNO03E22 barley|TC138582  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplast precursor 1223 2.7e-50 267/317 (84%)
GBNOO03F19 barleyTC133800  Phytoene synthase 1760  2.7e-74 352/352 (100%)
GBNO03HO07 barley|TC132357  Chlorophyll b synthase 2329  6.1e-100 469/473 (99%)
GBNO003110 barley|TC148878  Spore coat protein SP96 930 8.7e-37 186/186 (100%)
GBN003J07 barley|TC147354  Chaperone protein dnal-like 1521 9.7e-64  305/306 (99%)
GBN003J09 barley|CB876700 1029 1.1e-40 211/216 (97%)
GBN003J10_a  wheat|CK210383 979 3.8e-39  289/398 (72%)
b wheat|TC269070  Kinesin-like 997 6.8e-40  213/230 (92%)
GBNO003K 10 barley|TC131417  Actin 1315 1.8e-54  263/263 (100%)
GBNO03K14_a  barley|TC139677  Ser/Arg-related nuclear matrix protein 1067 6.9e-43  219/223 (98%)
_ b Dbarley|TC139635  Acrosin precursor 1516 9.0e-64  304/305 (99%)
GBN003020 barleyTC131099  GIb 1 1-3,1-4-beta-D-glucanase precursor (Lichenase precursor) 1217 4.4e-50 245/247 (99%)
GBN003P02 barley|TC131587  Immunophilin 1216 9.5¢-50 252/260 (96%)
GBNO004A02 keine Homologie
GBNO004A07_a  barley|TC140306  Senescence-associated protein [SAP] 2240  4.3e-96  466/479 (97%)
_b  wheat|CA746313 351 2.7e-10  117/168 (69%)
GBN004B03 barley|TC138639 23 kDa jasmonate-induced protein [JIP] 330 7.2e-16  74/83 (89%)
GBN004G16_a  barley|TC133870  RING finger-like protein - Arabidopsis thaliana 1331 3.8e-55 277/283 (97%)
_b  wheat|CK165903 1118 2.2e-45 296/379 (78%)
GBNO004117 barley|TC148473 1541 1.4e-64 327/337 (97%)
GBN004118 wheat|TC240552 1147 2.5e-46  339/428 (79%)
GBN004M16 barley|TC142705 810 2.7e-31 168/171 (98%)
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3.3 EXPRESSIONSANALYSE DER KANDIDATENGENE IN VERSCHIEDENEN
PFLANZENORGANEN

Die Expression der in Tab 3.2 grau hinterlegten Kandidatengene in der Gerste — Fusarium
culmorum (Fc) — Interaktion wurde zunichst zur Bestitigung in einem unabhingigen
Blattversuch iiberpriift. Des Weiteren wurde die Expression dieser Gene zusitzlich in
Gerstendihren sowie in Blittern und Ahren von Weizenpflanzen untersucht. Als Methode
wurde aufgrund der Menge der zu untersuchenden Proben und Gene die semi-quantitative
two-step RT-PCR gewéhlt (s. Kap. 2.5.4). Die Kandidatengene wurden hauptsidchlich
aufgrund ihrer interessanten Homologie ausgesucht. Vier dieser Gene waren bei den
macroarray-Analysen nur in dem resistenteren Kultivar Nikel differentiell exprimiert (ein
RelA-Homolog [RELA], die Vorstufe eines Glycin-reichen Zellwandproteins [GRP], ein
clathrin coat assembly-Protein [CLATHRIN] und ein durch Auxin reprimiertes Protein
[ARP]). Bei den nur im anfélligeren Kultivar Maresi differentiell exprimierten Genen wurde
ein Vesikel-Transportprotein (vSNARE1), ein DIMI-Homolog (DIM1) und ein myb-related
Transkriptionsfaktor (MR-TF) ausgewahlt. Fiinf der ausgewidhlten Gene waren in beiden
Kultivaren differentiell exprimiert: ein ankyrin-repeat Protein (ANKYRIN), ein Seneszenz -
assoziiertes Protein (SAP), ein durch Jasmonat induziertes Protein (JIP), eine MAP-Kinase
(MAPK?2) und das Calreticulin 3 (CRT3). ARP, SAP und JIP wurden u.a. deshalb ausgewiéhlt,
weil sie in den Array-Analysen im Kultivar Nikel in beiden durchgefiihrten Versuche deutlich
in die gleiche Richtung differentiell exprimiert waren. Eine putative CYANASE wurde
unabhingig von den macroarray-Analysen untersucht, da in Weizen gezeigt wurde, dass sie
in dem Bipolaris sorokiniana (Bs)-resistenteren Kultivar Yangmai 6 nach Bs-Inokulation
induziert, in dem hochanfélligen Sonalika jedoch nicht differentiell exprimiert ist (JAIN 2004).
Die Amplifikation eines konstitutiv exprimierten UBIQUITIN-Gens (TIGR Acc. No.:
TC145698) sollte bestitigen, dass bei der two-step RT-PCR gleiche Konzentrationen der
einzelnen cDNA-Proben verwendet wurden. Als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion der
Pflanzen durch den Pilz diente sowohl eine Vorstufe des PR1-Proteins (PR/), als auch der
Nitrattransporter OPT6, der sich im Lauf der Zeit als der zuverldssigere Marker fiir eine Fc-
Infektion herausgestellt hat. Zur Bestitigung der Expressionsmuster wurden alle two-step RT-

PCRs mindestens zwei Mal wiederholt.

3.3.1 Bestitigung der Array-Analysen in einem unabhéingigen Gerstenblatt-Versuch

Fiir diesen Versuch wurden 7 Tage alte Primédrblatter der Gerstenkultivare Maresi und Nikel

mit Fc inokuliert (GB 3, s. Tab. 2.2). Die Erntezeitpunkte lagen bei 6, 24 und 48 Stunden
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nach Inokulation (hpi). Die Produkte der two-step RT-PCR wurden in Agarosegelen

aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Fiir CR73 wurde in diesem

Versuch eine radioaktive Northern-Analyse durchgefiihrt. Die Beladung des Gels mit RNA ist

mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht worden. Abb. 3.3 zeigt die Ergebnisse der two-step
RT-PCRs fiir die einzelnen Gene.

Maresi Nikel
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vSNARE11
DIM1

GRP
CLATHRIN

UBI
PRI

SAP
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Abb. 3.3

3
<
3|1 Es ]

48 ' 6 |24 48 hpl
Fc

24

Expressionsmuster der Kandidatengene im unabhiingigen Gerstenblatt-Versuch.
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Kultivare Maresi und Nikel wurden mit einer
Sporensuspension von Fc inokuliert, Kontrollpflanzen mit Tween-Wasser bespriiht.
Geerntet wurden die Blatter 6, 24 und 48 Stunden nach Inokulation (hpi). Die aus den
Blittern extrahierte Gesamt-RNA wurde zum einen fiir eine radioaktive Northern-Analyse
verwendet (CRT3), zum anderen in cDNA umgeschrieben und die Expression der iibrigen
Gene mittels semi-quantitativer two-step RT-PCR untersucht. Die gleichmiBige
Einstellung der Konzentration der einzelnen cDNA-Proben wurde durch  die
Amplifikation eines konstitutiv exprimierten Ubiquitingens iiberprift (TIGR Acc. No.:
TC145698). Als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion der Pflanzen durch den Pilz
diente eine Vorstufe des PR1-Proteins sowie der Nitrattransporter OP76. Rot umrahmt
sind die Zeitpunkte, die in den cDNA-macroarray-Analysen untersucht worden waren.
Ubi:  Ubiquitiny PRI: PRI-Precursor; OPT6: Nitrattransporter; vSNAREII:
Vesikeltransport-Protein; DIM1: DIM1-Homolog; GRP: Glycin-reiches Zellwandprotein;
CLATHRIN: clathrin coat assembly-Protein; SAP: Seneszenz-assoziiertes Protein; JIP:
durch Jasmonat-induziertes Protein; CRT3: Calreticulin 3; MAPK2: MAP Kinase 2;
RELA: RELA-Homolog; ARP: durch Auxin reprimiertes Protein, MR-TF: myb-related
Transkriptionsfaktor; ANKYRIN: Ankyrin-repeat Protein; hpi: Stunden nach Inokulation.
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Das Gen der PR1-Vorstufe wies in diesem Versuch nur in cv. Nikel die erwartete Induktion
auf. Da der zweite Marker, der Nitrattransporter OPT6, aber wie erwartet in beiden Kultivaren
induziert war, galt die Infektion der Pflanzen durch den Pilz als erfolgreich. Exakt konnte das
Ergebnis der macroarray-Analysen nur flir zwei Gene bestitigt werden, vSNAREI1 und
DIM]1. Beide waren im Array und im unabhédngigen Versuch nur in cv. Maresi induziert. In
der RT-PCR war DIM1 auch in cv. Nikel 48 hpi leicht induziert, was den Array-Ergebnissen
aber nicht widerspricht, da diese nur mit 24 hpi-Material durchgefiihrt worden waren.
VSNAREI1 war in cv. Nikel tiberhaupt nicht exprimiert, was durch eine Wiederholung der
PCR mit 40 Zyklen bestitigt wurde (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der macroarray-Analysen konnten teilweise fiir die Gene GRP (glycine rich
protein), CLATHRIN, SAP (senescence associated protein), JIP, CRT3 und MAPK?2 bestitigt
werden. Das GRP, im Array nur in cv. Nikel induziert, war nach der RT-PCR in beiden
Kultivaren induziert, in cv. Maresi sogar deutlicher. CLATHRIN war im Array nur in cv.
Nikel induziert. Im unabhingigen Versuch war es in cv. Nikel ausschlieBlich 24 hpi induziert,
in cv. Maresi hingegen zu allen drei untersuchten Zeitpunkten (6 — 48 hpi). SAP, im Array fiir
cv. Nikel deutlich reprimiert und in cv. Maresi induziert, war in der RT-PCR in cv. Nikel
nicht differentiell exprimiert, in cv. Maresi 24 hpi schwach induziert. Das JIP, im Array in cv.
Maresi mehrheitlich induziert und in beiden cv. Nikel-Versuchen deutlich reprimiert, zeigte
sich bei der two-step RT-PCR in cv. Maresi induziert (besonders deutlich 48 hpi), in cv. Nikel
war es dagegen nicht differentiell exprimiert. CR73 war im Array in beiden Kultivaren
induziert. Mit dem Material des unabhidngigen Versuchs konnte dies fiir cv. Nikel in der
radioaktiven Northern-Analyse bestétigt werden, in cv. Maresi dagegen zeigte sich in diesem
Northern, wenn tiberhaupt, nur eine sehr schwache Induktion. Die MAPK2 war in der semi-
quantitativen two-step RT-PCR in beiden Kultivaren durch die Pilzinfektion leicht induziert,
die Ergebnisse der RT-PCR stimmen also fiir cv. Nikel mit denen des Versuchs GB 2 iiberein.
Die Gene RELA, ARP, MR-TF und ANKYRIN zeigten im unabhéngigen Inokulationsversuch
keine differentielle Expression. Die vom Array unabhingige CYANASE war in beiden
Kultivaren induziert, in cv. Maresi vor allem 24 hpi, in cv. Nikel zu allen untersuchten

Zeitpunkten.

3.3.2 Expressionsmuster der Kandidatengene in Gerstenidhren

Die Expression der nach den macroarray-Analysen ausgewihlten Kandidatengene wurde in
zwel unabhingigen Versuchen auch in Gerstendhren untersucht. In beiden Experimenten

wurden ebenfalls je eine Fc-anfilligere mit einer Fc-resistenteren Sorte verglichen. Im ersten
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Versuch wurde Material der Kultivare Pasadena (anfélliger) und Chevron (weniger anfillig)

in Hamburg erstellt. Untersuchte Zeitpunkte waren hierbei 0 h als Kontrolle und 24 bzw. 72
Stunden nach Inokulation (hpi) als Behandlung (GA HH, s. Tab. 2.2). Der zweite Versuch

wurde mit den fiir die cDNA-macroarrays verwendeten cv. Maresi und cv. Nikel

durchgefiihrt. Die Erntezeitpunkte waren 0, 24 und 48 Stunden nach Inokulation (Versuch
GA 1, s. Tab. 2.2). Wihrend bei GA HH jedoch mit Fusarium graminearum (Fg) inokuliert
wurde, wurden die Ahren bei Versuch GA 1 mit Fc infiziert. Abb. 3.4 zeigt das Ergebnis der

two-step RT-PCR fiir die einzelnen Gene, die mit Material des Versuchs GA HH erhalten

wurden, Abb. 3.5 zeigt dasjenige des Versuchs GA 1.

Abb. 3.4
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Expressionsmuster der Kandidatengene im Gerstenihren-Versuch HH.

Die Ahren von Gerstenpflanzen der Sorten Pasadena und Chevron wurden zum Zeitpunkt
der Milchreife mit Fg inokuliert, Kontrollpflanzen entsprechend mit Tween-Wasser.
Geerntet wurden die Ahren 0, 24 und 72 Stunden nach Inokulation (hpi). Die aus den
Ahren extrahierte Gesamt-RNA wurde in cDNA umgeschrieben und die Expression der
Kandidatengene mittels semi-quantitativer two-step RT-PCR untersucht. Die
gleichmiBige Einstellung der Konzentration der einzelnen cDNA-Proben wurde durch
Amplifikation eines konstitutiv exprimierten Ubiquitingens (TIGR Acc. No.: TC145698)
uberpriift. Als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion der Pflanzen durch den Pilz diente
eine Vorstufe des PRI-Proteins sowie der Nitrattransporter OPT6. UBI: Ubiquitin; PRI:
PRI-Precursor; OPT6: Nitrattransporter; RELA: RelA-Homolog; DIMI: DimI-Homolog;
MR-TF: myb-related Transkriptionsfaktor; ANKYRIN: Ankyrin-repeat Protein; JIP: durch
Jasmonat-induziertes Protein; GRP: Glycin-reiches Zellwandprotein; CLATHRIN: clathrin
coat assembly-Protein; ARP: durch Auxin reprimiertes Protein, SAP: Seneszenz-
assoziiertes Protein; MAPK2: MAP Kinase 2; CRT3: Calreticulin 3; vSNAREII:
Vesikeltransport-Protein; hpi: Stunden nach Inokulation.
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass bei GA HH die Kontrollpflanzen des cv. Chevron in
irgendeiner Form gestresst waren, da sowohl die PRI-Vorstufe als auch der OPT6 hier
induziert waren. Bei cv. Pasadena zeigten beide Marker eine Induktion 72 hpi.

Bei GA HH waren in dem Fusarium-anfilligeren cv. Pasadena fiinf der untersuchten Gene
(RELA, DIM1, MR-TF, ANKYRIN und JIP) nicht differentiell exprimiert. Diese Gene waren
dagegen in der resistenteren Chevron schwach (RELA) bis deutlich (DIMI1, MR-TF,
ANKYRIN, JIP) induziert. GRP war in cv. Pasadena 24 hpi reprimiert und in cv. Chevron
nicht differentiell exprimiert. Ebenfalls reprimiert war bei GA HH das CLATHRIN, in cv.
Pasadena erst 72 hpi, in cv. Chevron bereits 24 hpi. Das ARP war in cv. Chevron nicht
differentiell, in Pasadena eher schwach reprimiert. Das SAP war im Kultivar Pasadena 24 hpi
zundchst induziert, 72 hpi dagegen iiberhaupt nicht mehr exprimiert. In cv. Chevron war es
sowohl 24 als auch 72 hpi stark induziert. Mit der MAPK?2 und der CYANASE verhielt es sich
wie im Blattversuch, beide waren in beiden Kultivaren induziert. CRT3 war in der
anfélligeren Sorte Pasadena 72 dpi deutlich induziert, in dem resistenteren cv. Chevron nicht
differentiell exprimiert. Ahnlich zum Blattversuch verhielt sich das Expressionsmuster von

VSNARE] I: es war nur im anfélligeren Kultivar exprimiert, wenn auch kaum induziert.

Im Versuch GA 1 zeigte das Gen der PRI-Vorstufe nur in cv. Maresi die erwartete Induktion,
wihrend in cv. Nikel iiberhaupt keine Expression zu beobachten war. OPT6 zeigte die
Induktion in beiden Kultivaren, die Infektion galt daher als erfolgreich.

GRP und CRT3 waren in cv. Nikel auch schon 24 und 48 hpi schwach induziert, wihrend
GRP in cv. Maresi 48 hpi reprimiert schien. RELA, ARP, SAP, die CYANASE und die MAPK?2
waren in cv. Nikel bereits 24 hpi induziert, MR-TF erst 48 hpi. vSNARE11, DIM1, ANKYRIN
und JIP waren in cv. Maresi zu allen Zeitpunkten induziert, in cv. Nikel war JIP nur 48 hpi,
ANKYRIN 48 hpi und Dim1 24 hpi, wihrend 48 hpi reprimiert war. CLATHRIN war in diesem

Versuch nicht differentiell exprimiert.
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Abb. 3.5
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Expressionsmuster der Kandidatengene im Gersteniihren-Versuch GA 1.

Die Ahren der Gerstenpflanzen der Kultivare Maresi und Nikel wurden zum Zeitpunkt der
Milchreife mit Fc inokuliert, Kontrollpflanzen mit Tween-Wasser bespriiht. Geerntet
wurden die Ahren 0, 24 und 48 Stunden nach Inokulation (hpi). Die aus den Ahren
extrahierte Gesamt-RNA wurde in ¢cDNA umgeschrieben und die Expression der
Kandidatengene mittels semi-quantitativer two-step RT-PCR untersucht. Die
gleichmiBige Einstellung der Konzentration der einzelnen cDNA-Proben wurde durch
Amplifikation eines konstitutiv exprimierten Ubiquitingens (TIGR Acc. No.: TC145698)
uberpriift. Als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion der Pflanzen durch den Pilz diente
eine Vorstufe des PR1-Proteins sowie der Nitrattransporter OPT6. UBI: Ubiquitin; PRI:
PRI-Precursor; OPT6: Nitrattransporter; GRP: Glycin-reiches Zellwandprotein; CRT3:
Calreticulin 3; RELA: RELA-Homolog; ARP: durch Auxin reprimiertes Protein; SAP:
Seneszenz-assoziiertes Protein;, MAPK2: MAP Kinase 2; MR-TF: myb-related
Transkriptionsfaktor; vSNAREII: Vesikeltransport-Protein; DIMI1: DIMI-Homolog;
ANKYRIN: Ankyrin-repeat Protein; JIP: durch Jasmonat-induziertes Protein; CLATHRIN:
clathrin coat assembly-Protein; hpi: Stunden nach Inokulation.

3.3.3 Expressionsmuster der Kandidatengene in Weizenblittern

Die Analyse der Expression der Kandidatengene in Weizenblittern erfolgte in der gegentiber

Fusarium stark anfélligen Sorte Nandu und in der resistenteren Sorte Sumai3. Es wurden

sieben Tage alte Weizenpflanzen mit einer Sporensuspension von Fc inokuliert, die

Erntezeitpunkte lagen bei 24, 48 und 72 Stunden nach Inokulation (hpi). In Abb. 3.6 sind die

Ergebnisse der semi-quantitativen two-step RT-PCR dargestellt.
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Beide Markergene (PR-1 und OPT6) zeigten in diesem Versuch eine Induktion nach

Inokulation mit dem Pilz.
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Abb. 3.6 Expressionsmuster der Kandidatengene in Weizenbliittern (WB 1)

Sieben Tage alte Weizenpflanzen der Kultivare Nandu und Sumai3 wurden mit einer
Sporensuspension von Fc¢ inokuliert, Kontrollpflanzen entsprechend mit Tween-Wasser
bespriiht. Geerntet wurden die Blétter 24, 48 und 72 Stunden nach Inokulation (hpi). Die
aus den Blittern extrahierte Gesamt-RNA wurde in cDNA umgeschrieben und die
Expression der Kandidatengene mittels semi-quantitativer two-step RT-PCR untersucht.
Die gleichméBige FEinstellung der Konzentration der einzelnen cDNA-Proben
wurde durch Amplifikation eines konstitutiv exprimierten Ubiquitingens (TIGR
Acc. No.: TC145698) iiberpriift. Als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion der
Pflanzen durch den Pilz diente eine Vorstufe des PRI1-Proteins sowie der
Nitrattransporter OPT6. UBI: Ubiquitin; PRI: PRI-Precursor; OPT6: Nitrattransporter;
CRT3: Calreticulin 3; RELA: RELA-Homolog; DIMI: DIMI-Homolog; vSNAREII:
Vesikeltransport-Protein; ANKYRIN: Ankyrin-repeat Protein; CLATHRIN: clathrin coat
assembly-Protein; GRP: Glycin-reiches Zellwandprotein; ARP: durch Auxin reprimiertes
Protein; SAP: Seneszenz-assoziiertes Protein; MAPK2: MAP Kinase 2; MR-TF: myb-
related Transkriptionsfaktor; JIP: durch Jasmonat-induziertes Protein; hpi: Stunden nach
Inokulation.

Insgesamt waren nur schwache Effekte zu sehen. CRT3 war in beiden Kultivaren nicht
differentiell exprimiert. RELA und DIM]I zeigten in cv. Nandu tliberhaupt keine verdnderte
Expression, in Sumai3 war RELA 24 hpi induziert, 48 hpi reprimiert, DIM1 war in diesem
Kultivar 24 und 72 hpi induziert. vSNAREII und ANKYRIN waren in Sumai3 nicht
differentiell exprimiert, in cv. Nandu dagegen war vSNAREI 24 hpi reprimiert, 48 und 72
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hpi induziert und ANKYRIN 48 hpi induziert. CLATHRIN und GRP waren in cv. Nandu beide
deutlich induziert, CLATHRIN war in Sumai3 24 hpi induziert, 48 hpi reprimiert und 72 hpi
wieder induziert. ARP, SAP, die CYANASE und die MAPK2 waren in beiden Kultivaren
schwach (MAPK?2: Nandu kontinuierlich, Sumai3 72 hpi; SAP: Nandu 24 hpi, Sumai 3 24 +
48 hpi) bis deutlich (ARP: cv. Nandu 24 + 48 hpi; Sumai3 48 hpi; CYANASE: 24-72 hpi)
induziert. MR-TF und JIP zeigten eher eine Repression (MR-TF: cv. Nandu 72 hpi, Sumai3
24 + 48 hpi; JIP cv. Nandu 48 hpi) bzw. waren tiberhaupt nicht exprimiert (J/P: cv. Sumai3).

3.3.4 Expressionsmuster der Kandidatengene in Weizenihren

Fiir die Expressionsanalyse der Kandidatengene in Weizendhren wurde ein Versuch mit dem
Fc-anfilligeren Kultivar Remus und der im Blattversuch bereits untersuchten weniger Fc-
anfilligen Sorte Sumai3 durchgefiihrt, da die Infektion des cv. Nandu nicht erfolgreich war.
Auch im Weizen wurden die Ahren zum Zeitpunkt der Milchreife mit Fc inokuliert und 24,
48 und 72 Stunden nach Inokulation (hpi) geerntet. Die Einstellung der Konzentration der
einzelnen cDNA-Proben erfolgte durch die Amplifikation des konstitutiv exprimierten
Ubiquitin-Gens, als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion der Pflanzen durch den Pilz wurde
die Expression der Vorstufe des PR/-Proteins und des OPT6 untersucht. Abb. 3.6 zeigt die
Ergebnisse der two-step RT-PCRs.

Auch in diesem Versuch stellte sich OPT6 als der zuverldssigere Marker fiir die Pilzinfektion
heraus, da er in beiden Kultivaren induziert war, die PR/-Vorstufe zeigte nur in cv. Sumai3
eine verstiarkte Expression.

Die Kandidatengene zeigten in Weizendhren, verglichen mit allen anderen untersuchten
Organen, die geringsten Unterschiede in der Expression nach der Inokulation mit Fe. Fiir die
Gene MR-TF, SAP, JIP und die MAPK?2 konnte keine differentielle Expression nachgewiesen
werden. RELA, ARP und CRT3 waren in cv. Remus nicht differentiell exprimiert, in Sumai 3
war RELA dagegen recht deutlich, ARP 72 hpi schwach und CRT3 24 und 72 hpi induziert.
GRP, DIMI und die CYANASE waren in Remus jeweils leicht (DIM1, 72 hpi; CYANASE, 48
+ 72 hpi) bis deutlich (GRP, 48 hpi) reprimiert, in Sumai3 war das GRP 72 hpi im Vergleich
zur Kontrolle leicht induziert, DIMI nicht differentiell exprimiert und die CYANASE 24 hpi
schwach induziert, 72 hpi schwach reprimiert. CLATHRIN war in cv. Remus schwach
induziert, in cv. Sumai 3 zu den Zeitpunkten 24 und 48 hpi im Vergleich zur Kontrolle leicht
schwicher exprimiert. vSNARE]] war im anfélligeren cv. Remus induziert, im resistenteren
cv. Sumai 3 vor allem 24 und 48 hpi reprimiert. Fiir ANKYRIN konnte in beiden Kultivaren

eine schwache Induktion beobachtet werden.
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Remus Sumai 3
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Abb. 3.7 Expressionsmuster der Kandidatengene in Weizenihren (WA 1).

Die Ahren von Weizenpflanzen der Kultivare Remus und Sumai3 wurden zum Zeitpunkt
der Milchreife mit Fc inokuliert, Kontrollpflanzen entsprechend mit Tween-Wasser
bespriiht. Geerntet wurden die Ahren 24, 48 und 72 Stunden nach Inokulation (hpi). Die
aus den Ahren extrahierte Gesamt-RNA wurde in ¢cDNA umgeschrieben und die
Expression der Kandidatengene mittels semi-quantitativer two-step RT-PCR untersucht.
Die gleichméBige FEinstellung der Konzentration der einzelnen cDNA-Proben
wurde durch Amplifikation eines konstitutiv exprimierten Ubiquitingens (TIGR
Acc. No.: TC145698) iiberpriift. Als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion der
Pflanzen durch den Pilz diente eine Vorstufe des PRI1-Proteins sowie der
Nitrattransporter OPT6. UBI: Ubiquitin; PRI: PRI-Precursor; OPT6: Nitrattransporter;
MR-TF: myb-related Transkriptionsfaktor; SAP: Seneszenz-assoziiertes Protein; JIP:
durch Jasmonat-induziertes Protein; MAPK2: MAP Kinase 2; RELA: RELA-Homolog;
ARP: durch Auxin reprimiertes Protein; CRT3: Calreticulin 3; GRP: Glycin-reiches
Zellwandprotein, DIMI: DIMI-Homolog; CLATHRIN: clathrin coat assembly-Protein;
vSNARE!1: Vesikel-transport-Protein;, ANKYRIN: Ankyrin-repeat Protein; hpi: Stunden
nach Inokulation.

3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der semi-quantitativen two-step RT-PCRs

Fasst man die Ergebnisse der RT-PCRs fiir die 13 untersuchten Gene in den flinf Versuchen
mit den Gersten- und Weizenkultivaren zusammen, so lédsst sich fiir drei dieser Gene eine
RegelmiBigkeit in den Expressionsmustern abhidngig vom Grad der Anfilligkeit gegeniiber
Fc feststellen. Das RELA war in Gersten- und Weizenbléttern im Fc-anfalligen Kultivar nicht

differentiell exprimiert, im weniger anfdlligen Kultivar zundchst induziert, anschlieend
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reprimmiert und zum letzten Zeitpunkt wiederum nicht differentiell exprimiert. In den Ahren
sowohl der Gerste als auch des Weizens dagegen zeigte der Vergleich der Expressionsmuster
in allen drei Versuchen eine deutliche Induktion von RELA im weniger anfilligen Kultivar.
Fiir die CYANASE konnte in vier der fiinf Versuche, unabhéngig von Gerste oder Weizen oder
untersuchtem Organ beobachtet werden, dass sie im jeweils weniger anfdlligen Kultivar
stairker induziert war als im anfilligen Kultivar (Ausnahme Weizenblatter: Induktion in
beiden Kultivaren gleich). Das vSNARE1 dagegen war in allen fiinf Versuchen im jeweils
anfdlligen Kultivar induziert, wahrend es im weniger anfilligen nicht exprimiert bzw.
reprimiert war.

Ein Uberblick iiber die Ergebnisse der semi-quantitativen two-step RT-PCRs ist in Tab. 3.3

dargestellt.

Tab. 3.3: Uberblick Ergebnisse semi-quantitative rwo-step RT-PCRs
Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der RT-PCRs der einzelnen Gene (1. Spalte) in den
einzelnen Versuchen, Kultivaren und Zeitpunkten (4. Zeile, jeweils in Stunden nach
Inokulation angegeben). 1: induziert, |: reprimiert, -: nicht differentiell exprimiert, n.e.:
nicht exprimiert, schwache Induktion bzw. Repression ist in ( ) dargestellt. Pasad.: cv.
Pasadena, Chevr.: cv. Chevron. Gene, die eine RegelmiBigkeit in den Expressionsmustern
aufzeigten, sind grau hinterlegt.

Gerste Blatt Gerste Ahre Weizen Blatt Weizenihre
GB3 GA HH GA1l WB 1 WA 1

Maresi Nikel Pasad. Chevr.| Maresi Nikel Nandu Sumai 3 Remus Sumai 3
GEN 6 24 48 6 24 48| 2472 2472 24 48 72 24 48 72| 24 48 72 24 48 72| 24 48 72 24 48 72
PRI -l T -1 -1 T ne. m 1 -1 -1
OPT6 -1 Mmoo -1 il S A I N A O A ) Tt
RELA i tTrmor 11 il = i = T
GRP T T m ol -M LM T S O bo- -
CLATHRIN [ (1) (1) (1) - (M M| - 1 - mmme - -l -t b)) -
ARP mmam - - - - - --1t 1t T SR RN -
VSNAREIL | (1) 1 1 ne. M@ ne T 11 ne. 1@ - 1Mo )
DIMI T -- M - M T Tl - - t-Mm -
MR-TF - - - - - IR Tt -2 OO rTd- mmo
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3.4 DAS ARABIDOPSIS-SCREENING

Die im Gerste/Weizen-Fusarium Pathosystem differentiell exprimierten Gene sollten im
Rahmen dieser Arbeit ebenfalls funktionell analysiert werden. Da die Erstellung stabil
transgener Getreidepflanzen sehr zeitaufwéndig ist und kein System zur transienten
Uberexpression bzw. zum transienten knock-down von Genen fiir die Getreide-Fusarium-
Interaktion existiert, wurde alternativ ein Arabidopsis-Fusarium System entwickelt. In diesem
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System wurden nicht nur einige Kandidatengene funktionell iiberpriift, sondern auch die
Beteiligung bekannter systemischer Signaltransduktionswege (Salizylsdure-, Jasmonat- bzw.
Ethylen-abhéngiger Signalweg) an der Resistenz/Abwehr gegen Fusarium in Arabidopsis
untersucht.

Vorraussetzung fiir das Arabidpsis-screening war die Bestitigung, dass das Getreidepathogen
Fc in der Lage ist, Arabidopsis thaliana erfolgreich zu infizieren. Um diese Frage zu
beantworten wurden zunichst verschiedene Arabidposis-Okotypen mit Fc inokuliert und die
Interaktion acht Tage nach Infektionsbeginn mikroskopisch untersucht. Vergleichend wurden
diese Untersuchungen auch mit dem Pathogen Fusarium oxysporum f.sp. matthiolae (Fom)
durchgefiihrt, das als Arabidopsis Pathogen bereits beschrieben worden war (EPPLE et al.
1997).

3.4.1 Die Etablierung des Arabidopsis — Fusarium Screenings

Um zu untersuchen, ob Arabidopsis thaliana ein moglicher Wirt fiir Fc ist, wurden drei
Wochen alte Arabidopsispflanzen (Okotypen: Columbia [Col-0], Landsberg erecta [Ler],
Wasilewskija [Ws-0]) mit dem Pilz inokuliert. Acht Tage spiter wurde die Infektion der
Blétter mikroskopisch im Durchlicht untersucht. Hierzu wurden die Blétter zunéchst entfarbt,

anschlieend wurde der Pilz mit essigsaurer Tinte angefarbt.

Abb. 3.9: Infektion von Arabidopsis thaliana Blittern (Col-0) durch Fc.
A zeigt einen Ausschnitt einer Blattfliche, auf der groBflichig Konidiosporen verteilt
sind. In B ist ein Konidientrdger mit Konidiosporen zu sehen. C: Eine Fc-Hyphe
penetriert eine Epidermiszelle direkt durch die Zellwand. Der duflere Teil der Hyphe
ist mit essigsaurer Tinte blau gefédrbt, der Teil innerhalb der Zelle wurde von dem
Farbstoff nicht erreicht und erschien farblos.

Von den drei untersuchten Arabidopsis-Okotypen war Ler nahezu resistent gegeniiber Fc,
Ws-0 und besonders Col-0 zeigten sich anfillig gegeniiber diesem Pathogen. Wie in Abb. 3.9

zu sehen, erfolgte die Penetration direkt durch die Zellwénde der Epidermiszellen. Der Pilz
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wuchs groBflachig auf den Blittern und zum untersuchten Zeitpunkt hatte die Bildung
vegetativer Konidiosporen bereits stattgefunden. Das Pathosystem war somit fiir eine
funktionelle Untersuchung von Kandidatengenen und der Aufklidrung der Beiteiligung von
Signalwegen an der Abwehr/Resistenz von Arabidopsis gegeniiber Fc geeignet.

Pilze der Art Fusarium oxysporum haben eine vollig andere Infektionsstrategie als die hier
untersuchten Getreidepathogene. Sie dringen iliber die Wurzeln in das Vaskulargewebe der
Pflanzen ein (D1 PIETRO et al. 2001). In befallenen Pflanzen verursachen sie Welkesymptome
in Teilen der Pflanzen bzw. fiilhren zum Verwelken der gesamten Pflanze. Hervorgerufen wird
die Welke entweder durch eine Blockade des Xylems und die damit verbundene mangelnde
Wasserversorgung der Pflanze bzw. durch die vom Pilz produzierten Toxine (DE CAL et al.
1999, PSHIBYTKO et al. 2006, http://www.bayercropscience.de/).

Um zu tberpriifen, ob die im screening beobachtete Welke tatsdchlich durch die Fom-
Infektion hervorgerufen wurde, wurden inokulierte Blitter zundchst mit WGA Alexa Fluor®
488 angefirbt und anschlieBend mikroskopiert. WGA bindet an Chitin und macht sowohl
extra- als auch intrazelluldre pilzliche Strukturen sichtbar. Die Abb. 3.10 zeigt deutlich, dass
Fom sich in den Leitgefdlen der Pflanze ausgebreitet hat. Die Infektion mit Fom war also

erfolgreich.

Abb. 3.10 Infektion von Arabidopsis-Blittern durch F. oxysporum f.sp. matthiolae.
Beide Bilder zeigen Ausschnitte von Arabidopsis-Blattern. Die Leitgefdf3e sind jeweils als
orangene Bahnen zu erkennen, in diesen Leigefden befindlicher Fom ist durch die
Firbung mit WGA Alexa Fluor®™ 488 gelb gefirbt.

3.4.2 Auswahl der Gene fiir das Arabidopsis-Screening

Potentielle Kandidatengene fiir das screening waren zunédchst die 13 nach den macroarray-
Analysen ausgewdhlten Gene. Da iiber TIGR-BLAST Analysen nur fiir vier dieser
Kandidatengene Homologe in Arabidopsis identifiziert werden konnten (s. Tab. 3.3), wurde
zusitzlich nach weiteren interessanten Kandidaten gesucht. Ausgewdhlt wurden schlielich
zwei Zelltodinhibitoren, da sich verminderter Zelltod moglicherweise negativ auf das

Fusarium-Wachstum auswirken konnte, die Pflanze dadurch also resistenter werden konnte.
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Bei den Zelltodinhibitoren handelt es sich um den Caspaseinhibitor DAD2 (Defender against
Apoptotic Death, DANON et al. 2004) und den sowohl in Pflanzen als auch in Tieren
beschriebenen Zelltodinhibitor BAX-Inhibitor-1 (BI-1). Die Oxoglutarat-abhéngige
Dioxygenase (20G) ist ein Gen, das sich downstream von H,O, in dem zu programmiertem
Zelltod fiihrenden Signalweg befindet (GECHEV et al. 2005). Weitere Gene stammen aus einer
Affymetrix Microarray-Analyse, wobei Material aus vollig unbehandelten Gerstendhren (cv.
Rika), mit Material aus Ahren, die mit Fg WT 1003 inokuliert wurden, verglichen wurde.
Dabei handelte es sich um ein Germin-l/ike Protein (GLP7), eine Peroxidasen (PPI), ein
Peroxiredoxin (PERI) und eine saure Endochitinase (CHIBI). Da fiir einige der Gene mehr
als ein Homolog in Arabidopsis identifiziert werden konnte, wurden z.T. mehr als eine T-
DNA-Insertionslinie pro Kandidatengen im screening untersucht. Fiir die verschiedenen
Signalwege wurden EMS-Mutanten von verschiedenen Anbietern bzw. von anderen Instituten
bezogen. Die EMS-Mutanten wurden direkt vermehrt, bei den T-DNA-Insertionslinien wurde
nach homozygoten Pflanzen gesucht und diese dann vermehrt. Bei den anschlieBenden
Infektionsversuchen wurden die verschiedenen transgenen und mutierten Linien sowohl mit

Fec als auch mit Fom inokuliert.

3.4.3 Vermehrung der homozygot transgenen T-DNA-Insertionslinien

Die Unterscheidung der homozygoten von den heterozygoten T-DNA-Insertionslinien bzw.
nicht-mutierten Wildtyp-Pflanzen geschah nach dem in Kap. 2.6.1 beschriebenen System
mittels 3-Primer-PCR. Laut Angaben der Arabidopsis Stock Center sollte ca. ein Drittel der
von dort erhaltenen Samen homozygot sein. In dieser Arbeit wurde allerdings festgestellt,
dass nur etwa 10 % der untersuchten Pflanzen homozygot waren. Abb. 3.11 zeigt

exemplarisch fiir zwei Insertionslinien die Ergebnisse der 3-Primer-PCR.

Abb. 3.11: Ergebnisse der 3-Primer-PCR fiir die Linien coil und v-snarel .
Die obigen Gelbilder (A: coil, B: v-snarell) sind exemplarisch ausgewihlt. Die Pfleile
zeigen auf die 1 kb-Bande des verwendeten DNA-GroBenmarkers, in dessen Hohe sich
auch das Amplifikat aus den nicht-transgenen Wildtyppflanzen fiir alle T-DNA-Linien
befand. Die kleinere Bande unterhalb der gréBeren ergab sich bei einer T-DNA-Insertion
im Kandidatengen, bei fehlender oberer Bande in einer PCR lag eine homozygot
transgene Pflanze vor.
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In Tab. 3.4 sind die untersuchten T-DNA-Insertionslinien aufgelistet, und diejenigen, fiir die
homozygote Pflanzen zur Vermehrung identifiziert werden konnten, grau hinterlegt. In der
Tabelle sind jeweils in der ersten und vierten Spalte die Gene aufgelistet, die durch die
eingebrachte T-DNA unterbrochen sind. Die ersten sechs Gene der Kandidatengen-Tabelle
stammen aus dem macroarray (s. Kap. 3.2). bi-1, W2 und Bin8 wurden von der AG
Hiickelhoven zur Verfligung gestellt. W2 und Bin8 exprimieren ein GFP:BI-1-Fusionsprotein
(W2) bzw. nur GFP (Bin8). Die Expression der Proteine wurde mikroskopisch untersucht.
Die iibrigen Kandidatengene stammten aus einer Affimetrix-microarray Analyse und zeigten
in Gerstendhren bei Infektion mit Fg eine deutlich hohere Expression (C. Jansen, personliche
Mitteilung). Im zweiten Teil der Tabelle sind T-DNA-Insertionslinien aufgelistet, die in

einem systemischen Signalweg verdndert sind.

Tab. 3.4: Liste der auf Homozygotie untersuchten Arabidopsis T-DNA Linien

Kandidatengene

Gen Herkunft n | Gen Herkunft n
reld Array, diese Arbeit 2117 | glp6 Affymetrix-Array, C. Jansen  -/20
vsnarel | Array, diese Arbeit 3/8 | glp7 Affymetrix-Array, C. Jansen ~ 3/20
vsnarel 3 Array, diese Arbeit 2/7 | glp8 Affymetrix-Array, C. Jansen  -/21
mapk Array, diese Arbeit -118 | glp10 Affymetrix-Array, C. Jansen  -/28
clathrin Array, diese Arbeit 718 | pdri2 Affymetrix-Array, C. Jansen  -/26
20g GECHEV et al. 2005 3/16 | ppl Affymetrix-Array, C. Jansen  4/7
dad? DANON et al. 2004 1/42 | pp2 Affymetrix-Array, C. Jansen  2/21
bi-1(knock-our)  AG Hiickelhoven 1/4 | perl Affymetrix-Array, C. Jansen  8/8
W2* Bn U-Expr. AG Hiickelhoven 4/4 | chibl Aftymetrix-Array, C. Jansen  5/16
Bin8* Kontrolle zu W2 3/3 | abe-tfp Affymetrix-Array, C. Jansen ~ -/33
glp2A4 Affymetrix-Array,C. Jansen  3/18 | mdr4 Affymetrix-Array, C. Jansen  -/41
glp4 Affymetrix-Array,C. Jansen  -/13

verindert in einem systemischen Signalweg

Gen Effekt n | Gen Effekt n
edrl Enhanced disease resist. -/39 | coil JA-insensitiv 3/13
jinl JA-insensitiv 417 | aiml keine JA-Synthese -/131

n: Anzahl homozygot transgener Pflanzen / Anzahl aller getesteten Pflanzen

grau hinterlegt: Linien, bei denen homozygote Pflanzen zur Vermehrung vorhanden waren

*: Expression des GFP:BI-I-Fusionsproteins (W2) bzw. des GFP alleine (Bin8) wurde unter dem
Mirkroskop untersucht.

3.4.4 Das Screening

Fiir das eigentliche screening nach Unterschieden in der Resistenz von Arabidopsis gegeniiber
den Pathogenen Fc bzw. Fom wurden ca. 100 sterilisierte Samen der zu untersuchenden Linie
auf Petrischalen mit 2 MS-Agar (3 Platten pro Arabidopsislinie) ausgeséht und fiir drei
Wochen im Klimaschrank angezogen. Anschlieend wurde je eine Petrischale als Kontrolle

mit 0,05 % Tweenwasser bespritht, die anderen beiden Schalen wurden mit der
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Sporensuspension eines der beiden Pilze inokuliert. Verglichen wurden die mutierten Linien
jeweils mit dem Wildtyp Columbia, die B/-/-iiberexprimierende Transgene wurde mit der mit
dem leeren Vektor transformierten spezifischen Kontrolle verglichen. Nach ca. acht Tagen
wurde die Stirke der Infektion makroskopisch ermittelt, indem der Grad der Nekrotisierung
der Pflanzen und der Menge an Pilzmyzel bonitiert wurden. Die Ergebnisse des screenings,
das in dreifacher Wiederholung durchgefiihrt wurde, sind in Tabelle 3.5 sowohl fiir die drei
durchgefiihrten Wiederholungen (Wdh.) als auch als Durchschnitt (@) dargestellt. Beispiele

einzelner Experimente sind zur Veranschaulichung in Abb. 3.12 gezeigt.

Tab. 3.5: Ergebnisse des Arabidopsis-Screenings

Dargestellt sind die Ergebnisse der durchgefiihrten Wiederholungen (Wdh.) 1-3. S: hdohere
Anfalligkeit; R: hohere Resistenz; -: kein Unterschied im Vergleich zur Kontrolle; schwache
Unterschiede sind in () gesetzt, ein vorgesetzter Pfeil weist auf eine Tendenz hin. Grau hinterlegte
Ergebnisse waren hoher zu bewerten, da sie auf Agar durchgefiihrt wurden, auf dem die Pilze nicht
ohne Pflanzen wachsen konnten.

1. Wdh. 2. Wdh. 3. Wdh. 14
Variante Fom  Fc Fom Fc Fom Fc Fom Fc
v-snarel | S - - - 2>S -
2 v-snarel 3 (S) - - - - S - >s
E clathrin - R R) S - -
reld - R S S 2R S
glp7 S - - - - R - OR
s ppl S (&) - - = - -
g perl S S - - S S S S
= dad?2 (S) - - - - S - >s
2 bi-1 S S S S S S
E w2 R S) (S R - >R
= vicl-1 S S - - 2>S 2>S
N 20g S S R R R - >R
chibl ®) R S - -
npri-2 - R S
npril-3 S S S S S
E, acd? - - - (S) _ N
E edsd - ] S S (S) >s s
25 eds5 - - - - - (R) - -
< padl S (&) R) - R) - -
& pad2 S () S (S - S) S S
pad4 S S S) - ->S ->S
pad5 - S S - - 2>S 2>S
jarl-1 - ; ®) (R S) s - >SS
coil - S - - - >SS
8 jinl S S - (R) S S >s S
§ mpkd ) - ® >s -
S cevl (S) - (R) - S S 2>S 2>8S
< fad7-1 (S) - ®R) - S) S >s  S>s
fad$-1 S) - - ® S S >s  >s
aiml : S - R S - S
) ein2-1 (R) R R R R
£ § et03 - - - - Y - ;
etrl-1 - . S - S) - -

Fc: Fusarium culmorum, Fom: Fusarium oxysporum f.sp. matthiolae
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Das screening der der aus dem Array erhaltenen Kandidatengene ergab fiir rel4 eine erhohte
Anfilligkeit gegeniiber Fc, gegeniiber Fom zeigte sich diese Mutante leicht resistenter.
v-snarell und v-snarel3 zeigten jeweils eine Tendenz in Richtung erhohte Anfilligkeit,
erstere gegeniiber Fom, letztere gegeniiber Fc. Fiir die Insertionslienie clathrin wurde kein
reproduzierbarer Unterschied im Resistenzverhalten beobachtet.

Bei den Zelltodregulatoren, waren die Linien perl, bi-1 und vtcl anfélliger gegeniiber beiden
untersuchten Pathogenen bzw. zeigten eine Tendenz in diese Richtung (vtcl), dad? zeigte
diese Tendenz gegeniiber Fc. Der gegenteilige Effekt, d.h. eine Tendenz in Richtung erhohter
Resistenz, war bei glp7, W2 (der BI-1 iiberexprimierenden Linie) und 2og gegeniiber Fc zu
beobachten. ppl und chibl wiesen im Vergleich zu Col-0 keine Unterschiede im Grad der
Anfilligkeit gegeniiber Fc und Fom auf.

Die Untersuchung der SA-Mutanten ergab fiir npr/-3 und pad?2 einer erhohte Anfilligkeit, fiir
Fom in der npri-3 und fir Fc in der pad? jedoch nur eine Tendenz in Richtung erhéhte
Anfilligkeit. Die Mutanten eds4, pad4 und pad5 zeigten bei beiden Pathogenen eine Tendenz
in Richtung Anfilligkeit. Die Mutanten npri-2, acd2, eds5 und padl zeigten keine
Unterschiede in der Resistenz/Anfalligkeit.

Bei den im Jasmonat-Signaltransduktionsweg verdnderten Arabidopsis-Linien wurde fiir die
jinl und die aim!l in zwei von drei Féllen eine erhohte Anfélligkeit gegeniiber Fc beobachtet,
fiir Fom eine Tendenz in diese Richtung bei der jin/-Mutante. Die Mutanten cev/, fad7-1 und
fadS8-1 zeigten eine Tendenz in Richtung erhohter Anfilligkeit, die coil zeigte ebenso wie
jarl-1 diese Tendenz gegeniiber Fc. mpk4 zeigte gegeniiber Fom eine Tendenz zu erhohter
Anfilligkeit, gegeniiber Fc zeigte sie keine einheitlichen Unterschiede in der Resistenz
verglichen mit dem Wildtyp Col-0.

Bei den Ethylen-Mutanzen zeigte sich ein2-1 zweimal resistenter gegeniiber Fc und einmal
gegenibber Fom. Die Mutanten efo3 und etri-1 wiesen keine reproduzierbaren

Resistenzunterschiede im Vergleich zum Wildtyp Col-0 auf.
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A Kontrolle Fom Fec (1. Wdh.) Fc (2. Wdh.)

Col-0

ein2-1

B Kontrolle Fom (2. wWdh.) Fc (1. wdh) Fc 2. wdh,)

Col-0

bi-1

Abb. 3.12: Ergebnisse von Infektionsversuchen mit den A. th. Mutanten ein2-1 und bi-1 im
Vergleich zu Col-0.
Zur Veranschaulichung sind zwei Beispiele von Vergleichen des Wildtyps (jeweils
obere Reihe) mit einer verdnderten Arabidopsis-Mutante/Transgenen (untere Reihe)
dargestellt. In der ersten Spalte ist die nicht-infizierte Kontrolle gezeigt, die zweite
Spalte zeigt einen Fom-Vergleich, in den Spalten 3 und 4 sind Fc-infizierte Pflanzen aus
zwei verschiedenen Versuchen dargestellt. A: Vergleich der ein2-/-Mutante mit
erhohter Resistenz gegeniiber Fusarium mit Col-0. B: Vergleich der bi-/-T-DNA-
Insertionslinie mit erhohter Anfilligkeit gegeniiber Fusarium mit Col-0.

3.5 EINFLUSS VON F. GRAMINEARUM UND P. INDICA AUF GERSTE

In zahlreichen mono- und dikotylen Pflanzenarten konnten durch die Besiedelung mit dem
Wurzelendophyten  Piriformospora indica (Pi) deutliche Wachstumsverbesserungen
beobachtet werden. Auch fiir Gerste konnte in Gefédlversuchen bereits gezeigt werden, dass
die Anwesenheit von Pi zu einer Erhohung der Biomasse und zur Steigerung des Kornertrags

fiihrt. Neben diesem Wachstumseffekt wurde ebenfalls eine induzierte Resistenz gegeniiber
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dem echten Gerstenmehltaupilz Blumeria graminis f.sp. hordei beobachtet (WALLER et al.
2005). Diese Ergebnisse sollen in dieser Arbeit wiederholt und um einen weiteren Parameter,
das Pathogen Fusarium graminearum (Fg), erweitert werden.

Die drei Sommergerstenkultivare Annabell, Ingrid und Maresi wurden in zwei unabhidngigen
Gefalversuchen (Ertrag I und Ertrag II) unter Freiland-Bedingungen in Mitscherlich-
Gefillen systematisch untersucht. Dabei wurden die Einfliisse der beiden Pilze alleine und in
Kombination analysiert, um eine mogliche protektive Wirkung des Wurzelendophyten Pi
gegen Fg zu testen. Eine solche Wirkung war bereits in Gerstenwurzeln gegeniiber Fc
beobachtet worden (S. DESHMUK, pers. Mitteilung). Die Kultivare Annabell und Ingrid
wurden entsprechend WALLER et al. 2005 ausgewdhlt. Maresi wurde als drittes Kultivar
untersucht, da dieses Fusarium-anfillige Kultivar auch fiir die Expressionsanalysen
verwendet worden war. Der zeitliche Abstand zwischen den beiden durchgefiihrten
Versuchen, d.h. dem Zeitpunkt der Pi-Inokulation, betrug 8 2 Wochen.

Die Hiélfte der Versuchspflanzen fiir diese Versuche wurden bereits als Keimlinge mit Pi
inokuliert und fiir drei Wochen im Gewdchshaus kultiviert (s. Kap. 2.7.2). Anschlieend
wurden die Pflanzen in die Mitscherlich-Gefdle umgetopft, mit Fg im Wurzelbereich
inokuliert und so bis zur Reife unter Freilandbedingungen kultiviert. Pro Variante gab es
insgesamt 36 Pflanzen, je sechs Wiederholungen mit sechs Pflanzen pro Mitscherlich-GefaB.
Zuvor wurde noch die Besiedelung durch den Wurzelendophyten mikroskopisch
nachgewiesen und erste Unterschiede im Wachstum fotografisch festgehalten (s. Abb. 3.13).
Die erfolgreiche Inokulation mit Fg wurde durch Wurzelbohrungen in Zusatzgefillen
kontrolliert, wobei ein Teil des Wurzelmaterials in eine PCR mit Fg-spezifischen Primern
eingesetzt wurde. Im Folgenden sind nur die Ergebnisse des ersten Versuchs (Ertrag I)
dargestellt. Die Ergebnisse von Ertrag II sind als Abbildungen im Anhang zu finden
(Abb. A1 und A2) und werden in Ausziigen zur Diskussion herangezogen. Das lag daran,
dass sich die Pflanzen durch die spite Aussaat (8 2 Wochen nach dem ersten) zu schnell
entwickelt haben. Dadurch hatte zum einen die Bestockung hat zu frith eingesetzt, zum
anderen wurde die Entwicklung nicht abgeschlossen. Die Ahren waren groBtenteils noch vom
Fahnenblatt eingeschlossen, als die Pflanzen schon abgereift waren.

Nach drei Wochen Anzucht im Gewdéchshaus sahen in allen drei Kultivaren die mit Pi
inokulierten Pflanzen {ippiger und kréftiger aus. Die direkte Wuchshohe betreffend waren die

grofBten Unterschiede in cv. Maresi zu sehen, cv. Annabell zeigte kaum Unterschiede.
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Abb. 3.13: Wachstumsforderung durch P. indica drei Wochen nach Inokulation
Die Bilder zeigen jeweils den Vergleich der Kontrollpflanzen (K) mit den mit P. indica
inokulierten Pflanzen (Pi) flir die drei untersuchten Kultivare (A: Annabell, B: Maresi,
C: Ingrid). Die Bilder wurden drei Wochen nach Inokulation aufgenommen, unmittelbar
bevor die Pflanzen in Mitscherlich-Gefafle umgetopft wurden.

3.5.1 Einfluss von P. indica und F. graminearum auf das Wachstum in Gerste

Zur Beobachtung des Einflusses der Infektion von Gerstenwurzeln mitt Pi bzw. Fg auf das
Wachstum wurden 7, 9, 12 und 14 Wochen nach Inokulation (wpi) mit Pi die Wuchshohen
der Pflanzen festgehalten (7 und 9 wpi: Messung bis Fahnenblatt, 12 und 14 wpi: Messung bis
Grannenspitze). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.14 dargestellt. Fiir jedes Kultivar gab es vier
Varianten: nicht inokulierte Kontrollpflanzen (K), Infektion nur mit Pi (P), Inokulation nur
mit Fg (F) und Infektion mit beiden Pilzen (F/P). So wurde der EinfluB der beiden Pilze
eineln (K — P und K — F') untersucht bzw. der mogliche protektive Effekt von Pi auf Fg, hier
dargestellt durch den Vergleich der nur mit Pi inokulierten Pflanzen mit den mit beiden Pilzen
inokulierten Pflanzen (P —F/P).

Bei cv. Annabell zeigten sich beim direkten Vergleich der Kontrollpflanzen mit Fg-Pflanzen
zu allen vier Zeitpunkten keine nennenswerten Unterschiede in der Wuchshohe. Durch Pi
konnte in cv. Annabell 7 und 9 wpi ein meist deutlich signifikanter wachstumsfordernder
Effekt beobachtet werden. 12 wpi war dieser Unterschied nicht mehr vorhanden, 14 wpi
waren die Pi-Pflanzen verglichen mit den K-Pflanzen signifikant kleiner. Der Vergleich der
Pi-Pflanzen mit denjenigen, die mit beiden Pilzen inokuliert waren machte deutlich, dass die
gleichzeitige Infektion der Wurzeln anfangs (7 und 9 wpi) zu einer Reduktion des
Hohenwachstums gefiihrt hatte, 12 und 14 wpi war jedoch kein Unterschied mehr zu den nur

mit Pi inokulierten Pflanzen zu beobachten.
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Abb. 3.14: Wuchshéhen der verschiedenen Kultivare in Abhingigkeit der Infektion mit
P. indica und/oder F. graminearum.
Die Wuchshohe der Pflanzen wurde zu vier verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Zu den
Zeitpunkten 7 und 9 Wochen nach Inokulation (wpi) wurde bis zum Fahnenblatt
gemessen, zu den Zeitpunkten 12 und 14 wpi bis zur Grannenspitze (in den Graphen
durch die graue gestrichelte Linie getrennt. Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils 36
Pflanzen. In dieser Abb. sind pro Kultivar drei Vergleiche dargestellt: In der ersten Spalte
werden Kontrollpflanzen mit Fg-infizierten Pflanzen verglichen (K — F), Spalte zwei
zeigt den Vergleich der Kontrollpflanzen mit P. indica (K — P) und die dritte Spalte zeigt
den Vergleich P — P/F. Signifikante Unterschiede im jeweiligen Vergleich zu den
einzelnen Zeitpunkten sind durch * angezeigt (ungepaarter Student’s t-Test, *=P<0,05,
**=P<0,01, ***= P<0,001).

Das Kultivar Maresi zeigte im Vergleich K — Fg keine Unterschiede im Wachstum. Pi hatte in
diesem Kultivar 7 und 9 wpi ebenfalls keinen Einfluss auf die Wuchshohe, 12 und 14 wpi

waren Pi-Pflanzen allerdings signifikant grofer als die nicht mit Pi infestierten Pflanzen.

63



ERGEBNISSE

Zudem konnte keine Reduktion des Hohenwachstums durch die Inokulation mit Fg bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Pi festgestellt werden (Vergleich Pi — Pi/Fg).

In cv. Ingrid wurde durch Fg 7 und 9 wpi ein deutlicher wachstumsmindernder Effekt
bewirkt, der 12 und 14 wpi nicht mehr zu beobachten war. Pi verursachte eine leichte
Wachstumsforderung besonders 12 wpi. In Anwesenheit von Pi hatte Fg zu den ersten beiden
Messzeitpunkten nicht mehr diese mindernde Wirkung, 14 wpi waren die Pflanzen jedoch

hochsignifikant kleiner.

3.5.2 Einfluss von P. indica und F. graminearum auf den Chlorophyllgehalt in Gerste

ACHATZ (2006) hatte im Rahmen von Genexpressionsanalysen von Pi-besiedelten Pflanzen
im Vergleich mit Kontrollpflanzen mittels Supressiver Subtaktiver Hybridisierung (SSH) vor
allem chloroplastenkodierte Gene gefunden, die bei Pi-Infektion in Gerstenbléttern
differentiell exprimiert waren. Zudem wirkten Pi-besiedelte Pflanzen oft kriftiger und griiner
als die entsprechenden Kontrollpflanzen. Um diesem Phédnomen weiter auf den Grund zu
gehen, wurde die Chlorophyllmenge der Pflanzen dieses Versuchs zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten (7 und 9 wpi) gemessen, indem der Chlorophyll-Gehalt-Index [chlorophyll
content index = cci] bestimmt wurde (s. Abb. 3.15).

Cv. Ingrid wies zu Dbeiden Zeitpunkten eine signifikante Verringerung des
Chlorophyllgehaltes nach Inokulation mit Fg auf. Auch in den Kultivaren Annabell und
Maresi wurde 7 wpi ein verringerter Chlorophyllgehalt in Fg-inokulierten Pflanzen
beobachtet (cv. Annabell hoch signifikant). Zum 2. Messzeitpunkt war dieser Unterschied in
cv. Annabell nicht mehr zu beobachten, in cv. Maresi war der Gehalt gegeniiber den
Kontrollpflanzen sogar erhoht. Der Vergleich des Chlorophyligehalts der Kontrollpflanzen
mit demjenigen der Pi-besiedelten Pflanzen zeigt in allen drei Kultivaren 7 wpi keine
Unterschiede. Zum 2. Messzeitpunkt waren in cv. Annabell die Werte ungefihr gleich, in cv.
Maresi wurde eine deutlich signifikante Erhohung des Chlorophyllgehaltes durch Pi
beobachtet. In cv. Ingrid fiel dieser Wert in Pi-Pflanzen immer niedriger aus als in den
Kontrollen. Auch bei gleichzeitiger Anwesenheit von Pi und Fg war 7 wpi in allen drei
Kultivaren ein geringerer Chlorophyllgehalt im Vergleich zu nur mit Pi inokulierten Pflanzen
zu beobachten (allerdings nicht signifikant). Zum 2. Zeitpunkt wiesen in cv. Annabell die
Pi/Fg-Pflanzen mehr Chlorophyll auf als die nur mit Pi-inokulierten Pflanzen, in den anderen

beiden Kultivaren waren keine nennenswerten Unterschiede mehr zu vermerken.
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Abb. 3.15: Vergleich der Chlorophyllgehalte der Pflanzen nach Inokulation mit Pi und/oder Fg.
Zur Beobachtung des Effektes der Pilze auf den Chlorophyligehalt der Pflanzen wurden
von jeder Pflanze an zwei verschiedenen Zeitpunkten der chlorophyll content index [cci]
gemessen (7 + 9 wpi). Dargestellt sind die Mittelewerte aus den jeweils sechs
Wiederholungen. Pro Kultivar sind drei Vergleiche dargestellt: 1.Spalte: Kontrollpflanzen
im Vergleich zu P. indica-behandelten (/' — F); 2. Spalte: Vergleich |© — E und die 3.
Spalte zeigt den Vergleich © — P/E. Signifikante Unterschiede im jeweiligen Vergleich zu
den einzelnen Zeitpunkten sind durch * angezeigt (ungepaarter Student’s t-Test,
*=P<0,05, **=P<0,01, ***=P<0,001).

3.5.3 Einfluss von P. indica und F. graminearum auf die Entwicklung in Gerste

Der Beginn der Bliitenbildung und —entwicklung ist agronomisch bedeutend, da dies auch
ausschlaggebend fiir den Zeitpunkt der Ernte ist. Besonders fiir agronomisch genutzte
Pflanzen kann eine beschleunigte Entwicklung unter Umstinden von wirtschaftlicher
Relevanz sein. Neben dem Zeitpunkt der Bliite wurde bei dem Versuch unter

Freilandbedingungen auch die Anzahl der Sprosse pro Mitscherlich-Gefal3 ermittelt, da dies
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einen direkten EinfluB auf die Hohe des Ertrags hat. Um den Stand der Entwicklung
feststellen zu konnen, wurden die Entwicklungsstadien der vorhandenen Ahren eines jeden
GefaBtes an drei verschiedenen Zeitpunkten (10, 11 und 12 Wochen nach Inokulation [wpi])
in drei Klassen eingeteilt: Klasse 1: nur Grannen erkennbar, Klasse 2: Grannen und teilweise
Korn sichtbar und Klasse 3: vollstindig entwickelte Ahre sichtbar (s. Kap. 2.7.3). Das
Ergebnis dieser Analyse ist in Abb. 3.16 dargestellt.

Abb. 3.16: Einfluss von P. indica und F. graminearum auf die Entwicklung in Gerste.

Dargestellt sind die Entwicklungsstufen der Ahren in den drei untersuchten Kultivaren zu
den Zeitpunkten 10, 11 und 12 Wochen nach Inokulation (wpi) mit P. indica. Darunter ist
die Anzahl der Sprosse pro Gefall 16 wpi abgebildet. Angegeben sind die Mittelwerte aus
sechs Wiederholungen. 10 — 12 wai sind folgende Klassen der Ahrenentwicklung
dargestellt: Klasse 1: nur Grannen erkennbar ( ), Klasse 2: Grannen und
teilweise Korn sichtbar (dunkelgrau) und Klasse 3: vollstindig entwickelte Ahre
sichtbar (schwarz). Desweiteren sind ist die Anzahl der Sprosse/Gefdl 16 wai
dargestellt. Signifikante Unterschiede bei den einzelnen Zeitpunkten sind durch *
angezeigt (ungepaarter Student’s T-Test, *=P<0,05, **= P<0,01, ***= P<0,001). Schwarz
abgebildete Signifikanzen beziehen sich auf P. indica-bedingte Unterschiede (K — P bzw.
F — P/F), rot abgebildete Sigifikanten beziehen sich auf Fg-bedingte Unterschiede (K — F
bzw. P — P/F).
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Abb. 3.16: Einfluss von P. indica und F. graminearum auf die Entwicklung in Gerste.
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Fiir das Kultivar Annabell war zu allen Untersuchungszeitpunkten eine beschleunigte
Entwickung durch den Wurzelendophyten zu vermerken (teilweise deutlich signifikant). Es
waren sowohl mehr Ahren (was sich auch 16 wpi in der Anzahl der Sprosse/Gefi
widerspiegelte) als auch weiter entwickelte Ahren vorhanden. Vergleicht man in diesem
Kultivar Kontrollpflanzen mit den mit Fg inokulierten Pflanzen, so fand sich 10 wpi mit Fg
mehr Ahren, 11 bis 12 wpi niherten sich die Werte der beiden Behandlungen an und
betrachtet man 16 wai die Anzahl der Sprosse/Gefd3, so fand sich eine verringerte Anzahl
durch Fg. Vergleicht man Pi-Pflanzen mit Pi/Fg-Pflanzen, so zeigte sich mit Fg 10 wpi eine
leicht geringere Anzahl Ahren, die jedoch teilweise schon weiter entwickelt waren. 11 wpi
waren in der Pi/Fg-Variante deutlich weniger Ahren zu beobachten. 12 wpi hatte sich die
Anzahl an Ahren wieder angeglichen, in den Fg-Varianten war die Entwicklung aber noch
nicht so weit fortgeschritten (11 + 12 wpi teilweise signifikant). Die Anzahl der Sprosse pro
Gefall war bei den Fg-infizierten Pflanzen 16 wpi leicht vermindert.

Beziiglich der Effekte von Pi fanden sich bei cv. Ingrid dhnliche Beobachtungen zugunsten
einer beschleunigten Entwicklung durch den Wurzelendophyten, die teilweise deutlich
signifikant waren. 16 wpi fiel in diesem Kultivar die Anzahl der Sprosse pro Gefdl im
Vergleich K — P in der mit Pi-infestierten Variante geringer aus. Betrachtet man den Einfluss
von Fg, so zeigte sich im Vergleich K — F zu allen drei Zeitpunkten eine langsamere
Ahrenentwicklung in den Fusarium-Varianten (oft hoch signifikant). Auch 16 wpi war die
Anzahl der Sprosse pro Gefil} bei den Fusarium-infizierten Varianten geringer. Im Vergleich
P — P/F ist der gegenteilige Effekt zu beobachten: 10, 11 und 12 wpi zeigten P/F-Pflanzen
eine frithere, schnellere Entwicklung (leicht signifikant) und 16 wpi auch mehr Sprosse pro
Gefal.

Das Kultivar Maresi verhielt sich im Vergleich zu den anderen beiden anders, besonders
beziiglich der Effekte durch Pi. 10 wpi waren in beiden durch Pi-behandelten Varianten
weniger Ahren vorhanden als in den enetsprechenden Kontrollvarianten. 11 und 12 wpi
verschob sich das Verhéltnis zugunsten der Pi-besiedelten Pflanzen, allerdings nur 11 wai im
Vergleich K — P leicht signifikant. 16 wai waren bei Pi-besiedelten Pflanzen weniger Sprosse
pro Gefall zu beobachten. Durch Fig war keine bzw. nur eine leichte Reduktion in der Anzahl

der Sprosse pro Gefall zu beobachten (10 wai und 11 und 16 wpi im Vergleich P — P/F).

3.5.4 Einfluss von P. indica und F. graminearum auf den Ertrag in Gerste

Letztendlich sollte dieser Versuch dazu dienen, die Einfliisse des mutualistischen

Wurzelendophyten Pi und des Wurzelpathogens Fg auf den Ertrag der Gerste zu untersuchen.
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Dazu wurden nach Abreife der Pflanzen folgende Parameter bestimmt: der mittlere
Gesamtertrag pro GefiB, die mittlere Anzahl Ahren pro GefiB, der mittlere Kornmenge pro
Ahre, der Strohertrag und der Ernteindex (Verhiltnis Korn:Stroh). Die diesbeziiglichen Werte
und die durchgefiihrte Varianzanalyse sind in Tab. 3.6 dargestellt. Zusdtzlich wurden der
absolute Kornertrag fiir die drei Kultivare und die jeweilige Variante sowie die relativen
Unterschiede in Prozent ermittelt (Abb. 3.17 und Abb. 3.18).

Die mittels der Software SPSS durchgefiihrte mehrfaktorielle Varianzanalyse diente dazu,
signifikante Unterschiede (P< 0,5) zwischen den einzelnen Faktoren Pi, Fg und der jeweiligen

Sorte herauszustellen.

Tab. 3.6: Ertragsparameter fiir Gerste nach Inokulation mit Pi und Fg.

Zur Untersuchung der Einfliisse des Wurzelendophyten P. indica und des Pathogens F.graminearum
wurden verschiedene Ertragsparameter bestimmt. Zunichst wurde eine Varianzanalyse durchgefiihrt,
deren Signifikanzen im ersten Teil der Tabelle dargestellt sind (Signifikante Werte sind fett markiert).
Im zweiten Teil sind die Mittelwerte der jeweils sechs Wiederholungen pro Variante des ersten
Experiments aufgefiihrt. Signifikante Unterschiede im jeweiligen Vergleich zu den einzelnen
Zeitpunkten sind durch * angezeigt (ungepaarter Student’s t-Test, *=P<0,05, **= P<0,01, ***=
P<0,001). Sternchen markieren P. indica-bedingte Unterschiede (K — P bzw. F — P/F), Kringel Fg-
bedingte Unterschiede (K — F bzw. P — P/F).

. . Ertrflg/ Ahren/  Kérner/ Stroh !Ernte-
Kultivar Variante  Gefif3 TKG . . ertrag/ index/
Gefily Ahre . ..
[e] Gefil} [g]  Gefily
Signifikanzen der Varianzanalyse
P. indica 0,000 0,045 0,516 0,264 0,000 0,307
F. graminearum 0,072 0,000 0,613 0,002 0,251 0,001
Sorte 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000
Pi + Fg 0,670 0,850 0,087 0,358 0,379 0,716
Pi + Sorte 0,176 0,062 0,002 0,127 0,014 0,000
Fg + Sorte 0,921 0,193 0,357 0,383 0,295 0,172
Pi + Fg + Sorte 0,982 0,430 0,815 0,045 0,637 0,626
Mittelwerte der einzelnen Parameter
Annabell K 56.7+1.24 49.3+0.83 445437 24.4+1.04 44.4+0.95 1.3+0.04
P 59.7+ 1.00%** 500+ 1.27 48.8+1.94 24.1+1.13 453 +0.62 1.3+£0.02
F 55.0+ 1.81 48.8+1.82 453+£382  227+1.02° 453+1.62 1.2£0.02°°
P/F 58.3 +2.49% 48.8 +2.20 46.0 +5.29 23.0+1.64 468+087°° 1.2+0.07°
Maresi K 49.5+1.84 49.1+0.76 44.2+2.23 23.5+1.89 41.3+1.90 1.2 +0.02
P 499+250  51.1+1.07%%  422+1.47 2194152  44.8+1.44*  1.1£0.07*
F 483+1.41  472+068°°  443+151 21.7+1.13 413+1.47 1.2+0.05
P/F 493+260 48.6+1.66°°  393+568 229+126  47.0+ L66*** 1.0%0.06%*
Ingrid K 51.8+3.84 48.1+1.67 44.5+2.74 21.6+2.35 48.7+2.10 1.1£0.10
P 54.7+3.27 474+0.52 47.7+2.42 23.8+1.48 50.4 +3.09 1.1+0.04
F 50.4 +4.53 45.7+1.45° 46.3+1.97 209+ 1.10 48.3 +4.59 1.0£0.03
P/F 54.1+3.38 46.1 £ 0.88° 4824147  215+1.71° 49.8+1.72 1.1£0.04
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Dabei zeigte sich, dass Pi einen signifikanten Einfluss auf den Ertrag pro Gefal (cv.
Annabell), auf das Tausend-Korn-Gewicht (TKG, cv. Maresi) und den Strohertrag pro Gefal3
(cv. Maresi) hatte. Fg bewirkte eine signifikante Anderung des TKG (cv. Maresi + Ingrid),
der Anzahl Korner/Ahre (cv. Annabell + Ingrid) und des Ernteindexes (cv. Annabell). Die
Wahl der Sorte hat auf jeden der untersuchten Parameter einen signifikanten Einfluss. Die
Interaktion von Pi und Fg bewirkt ebenso wie die Interaktion von Fg und der gewéhlten Sorte
keine signifikanten Verinderungen. Fiir die Anzahl Ahren pro GefiB, den Strohertrag pro
Gefdll und den Ernteindex bestanden signifikante Wechselwirkungen zwischen Pi und der
gewdhlten Sorte. Wechselwirkungen zwischen beiden Pilzen und der Sorte zeigten sich nur
fiir die Anzahl der Korner pro Ahre. Um genau sehen zu kdnnen, wo diese Wechselwirkungen
bestehen, miissen die Mittelwerte der einzelnen Parameter mit ihren Standardabweichungen
und t-Tests betrachtet werden (s. Tab. 3.6).

Alle drei Kultivare zeigten in den verschiedenen Varianten die gleichen Tendenzen, wobei die
jeweiligen Unterschiede in cv. Maresi nur sehr gering und in cv. Annabell am deutlichsten, da
signifikant, waren. Verglichen mit dem Ertrag der Kontrollpflanzen zeigten Pi-besiedelte
Pflanzen eine Ertragssteigerung: bei cv. Annabell um + 5,3 % (***), cv. Maresi um + 0,8 %
und cv. Ingrid um + 5,6 %. Die Fg-Varianten zeitgen eine Reduktion des Ertrags, am
deutlichsten in cv. Annabell (- 2,9 %) und am schwéchsten in cv. Maresi (- 2,4%), cv. Ingrid
lag mit -2,8 % dazwischen. Im Vergleich PF — P war durch das Pathogen Fg jeweils eine
Reduktion des Ertrags zu beobachten (Annabell: - 2,34 %, Maresi: - 1,31 %, Ingrid: - 1,14 %).
In den Kultivaren Annabell und Ingrid wurde der positive Effekt durch Pi also um ca. die
Haélfte oder weniger verringert, in cv. Maresi war kein positiver Effekt mehr zu beobachten.
Umgekehrt betrachtet kann man auch sagen, dass der negative Effekt von Fg durch
gleichzeitige Anwesenheit von Pi in allen drei Kultivaren aufgehoben wurde, in cv. Annabell
und cv. Ingrid war sogar immer noch ein positiver Effekt durch Pi festzustellen. Die durch Fg
bedingten Ertragsminderungen gingen meistens auf ein geringeres Tausend-Korngewicht
(TKG) und auf eine geringere Anzahl von K&rnern pro Ahre zuriick (Ausnahme: cv. Maresi
PF-P). Die Anzahl der Ahren pro Gefil war hingegen durch das Pathogen im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen sogar erhoht. Die Ertragssteigerungen durch Pi waren in cv. Annabell
auf ein erhdhtes TKG (cv. Annabell + Maresi) und eine erhdhte Anzahl Ahren pro Gefif (cv.
Annabell + Ingrid) bzw eine erhdhte Anzahl Korner pro Ahre (cv. Ingrid) zuriickzufiihren.
Der Strohertrag war durch den Wurzelendophyten in allen Varianten immer leicht erhoht,

allerdings nur im Kultivar Maresi signifikant. Fg alleine hatte keine Anderung beziiglich des
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Strohertrags bewirkt, in Kombination mit Pi konnte in cv. Annabell und Maresi eine teilweise

signifikante Erhohung des Strohertrags beobachtet werden.
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Abb. 3.17: Kornertrag der Kultivare Annabell, Maresi und Ingrid in Abhingigkeit der
Infektion mit Pi und/oder Fg.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Kornertrige pro Gefdl [g] aus allen sechs
Wiederholungen (insgesamt 36 Pflanzen) in den drei Kultivaren und den verschieden
Varianten (K: Kontrolle; P: Pi; F: Fg; PF: Pi + Fg). Signifikante Unterschiede im
jeweiligen Vergleich zu den einzelnen Zeitpunkten sind durch * angezeigt (ungepaarter
Student’s t-Test, *=P<0,05, **= P<0,01, ***=P<0,001).
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Abb. 3.18: Relative Unterschiede im Ertrag [%] der drei Kultivare durch Vergleich der

verschiedenen Varianten.

Dargestellt sind fiir jedes Kultivar die relativen Unterschiede [%] durch den Einfluss der
beiden Pilze Pi und Fg (Vergleiche: P: K — Pi, F: K — Fg; PF-F: Pi+Fg — Fg; PF-P:
Pi+Fg — Pi). Signifikante Unterschiede im jeweiligen Vergleich zu den einzelnen
Zeitpunkten sind durch * angezeigt (ungepaarter Student’s t-Test, *=P<0,05, **=
P<0,01, ***=P<0,001).
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4 DISKUSSION

Die Getreidepathogene Fusarium culmorum (Fc) und F. graminearum (Fg) sind Generalisten,
die alle Getreidearten und viele nicht zu den Grésern gehdrende Pflanzen befallen (GERLACH
& NIERENBERG 1982). Sie verursachen partielle oder vollstindige Taubdhrigkeit, Wurzel- und
Halmbasisfaule und sorgen zusitzlich zu den damit verbundenen Ertragsverlusten fiir eine
Kontamination des Getreides mit verschiedenen Mykotoxinen. Dies verursacht in den
gemiBigten und sub-tropischen Breiten Ertragseinbuflen von bis zu 30 % (MIEDANER ef al.
2001). Bis heute besteht beziiglich der Antwort der Wirtspflanzen auf molekularer Ebene bei
einer Infektion mit diesen Pathogenen Klarungsbedarf (BODDU et al. 2006).

Der erste Teil dieser Arbeit beschiftigte sich daher damit, die Expressionsmuster
verschiedener Gene nach einer Fe-Infektion der Kulturpflanzen Gerste und Weizen weiter
aufzukliren. Hierzu wurde die Expression von iiber 1500 Gerstengenen in Bléttern der beiden
Gerstenkultivare Nikel (weniger Fc-anfdllig) und Maresi (stark Fc-anfillig) mittels
macroarray-Studien ndher untersucht. Mittels semi-quantitativer two-step RT-PCR wurde
anschlieBend die Expression ausgewéhlter Gene in unterschiedlichen Organen verschiedener
Gersten- und Weizenkultivare analysiert. Die Beteiligung einiger Kandidatengene an der
Anfilligkeit bzw. Resistenz gegeniiber Fusarium wurde abschlieBend im System Arabidopsis
— Fc bzw. F. oxysporum f.sp. matthiolae (Fom) untersucht. Diese beiden Spezies wurden
ausgewdhlt, da sie, obwohl beide der Gattung der Fusariumpilze angehdren, voéllig
verschiedene Infektionsstrategien verfolgen. Bei Fc handelt es sich um ein Nekrose-
induzierendes Pathogen, das in allen Geweben einer Wirtspflanze zu finden ist, wihrend Fom
sich in Leitgeweben ausbreitet und so Welke induziert. Somit konnten pflanzliche
Komponenten identifiziert werden, die entweder eine oder beide Infektionsformen
beeinflussten.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Analyse, ob — und wenn ja — welcher
der von den Phytohormonen Salizylsdure, Jasmonat und Ethylen abhéingigen
Signaltransduktionswege in Arabidopsis an einer Resistenzauspriagung gegen Pathogene der
Gattung Fusarium beteiligt ist. Dazu wurden verschiedene Mutanten, die in einem der
Signalwege gestort waren, mit den Pathogenen Fc und Fom infiziert und die Anfélligkeit der
Mutanten mit der von Wildtyp-Arabidopsispflanzen verglichen.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss des Pathogens Fg sowie des
Wurzelendophyten  Piriformospora indica (Pi) auf Wachstum, Chlorophyllgehalt,

Entwicklung und Ertrag in Gerste bestimmt. Dazu wurden GefdBBversuche unter
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Freilandbedingungen mit Gerstenpflanzen der Kultivare Ingrid, Maresi und Annabell
durchgefiihrt, bei denen die Pflanzen entweder mit Pi oder Fg oder beiden Pilzen infiziert

wurden.

4.1 EXPRESSIONSSTUDIEN UND FUNKTIONELLE ANALYSEN
4.1.1 macroarray-Analysen

Um auf verdanderte Umweltsituationen (z.B. Pathogenbefall) reagieren zu konnen, gibt es in
Pflanzen verschiedene regulatorische Mechanismen, die unter anderem zu einer verdnderten
Genexpression fiihren. Um die durch das Pathogen Fc verursachten Anderungen in der
Genexpression der Gerste zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit zundchst macroarray-
Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden Filter, die mit 1536 verschiedenen cDNA-Klonen
beladen waren, vergleichend mit cDNA-Sonden aus Bléttern von gesunden (K-Filter) und Fc-
infizierten (Fc-Filter) Gerstenpflanzen hybridisiert. Um mogliche Determinanten der
Anfilligkeit bzw. Resistenz zu identifizieren, wurde Material vom stark Fc-anfilligen
Kultivar Maresi mit dem vom weniger Fc-anfdlligen Kultivar Nikel verglichen. Jedes der drei
durchgefiihrten Experimente (2 biologische Wiederholungen mit cv. Nikel, 1 biologisches
Experiment mit cv. Maresi) umfasste eine technische Wiederholung, d.h. es wurden zwei
macroarrays mit derselben Sonde hybridisiert. Insgesamt waren 112 verschiedene Klone des
macroarrays differentiell exprimiert: 37 davon nur im Kultivar Nikel (in mindestens einer
von beiden biologischen Wiederholungen), 38 nur im Kultivar Maresi und 37 in beiden
Kultivaren. Im Kultivar Nikel waren in beiden Experimenten 75 Klone differentiell
exprimiert, 39 davon nur in einem der beiden Experimente, 36 in beiden (Einzelergebnisse s.
Tab. 3.2). Von diesen 36 Klonen zeigten 9 Klone die gleiche differentielle Expression in
beiden Experimenten, d.h. sie waren in beiden Versuchen entweder induziert oder reprimiert.
Fiir die tibrigen 27 Klone gab es Widerspriiche in der Regulation entweder zwischen den
biologischen oder den technischen Wiederholungen. Es war also nur fiir neun der 75 Klone
(12 %) eine klare Aussage zu treffen: drei Gene waren induziert, sechs waren reprimiert.
Beim Experiment mit dem Kultivar Maresi zeigten ebenfalls 75 Klone eine differentielle
Expression, wovon zwei reprimiert und 69 induziert waren und 4 ein widerspriichliches
Ergebnis zwischen den technischen Wiederholungen lieferten (s. Tab. 3.1).

Fiir die schwache Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der macroarray-Analysen kann es zwei
Griinde geben: zum einen war die Stirke der Infektion bei den beiden biologischen
Wiederholungen mit cv. Nikel vermutlich unterschiedlich hoch. Ein Hinweis darauf ist, dass

die Expression von PR-] als Antwort auf die Fc-Infektion im ersten Versuch schwicher als
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im zweiten war. Zum anderen zeigten auch die technischen Wiederholungen teilweise
deutliche Unterschiede in den Expressionsmustern, was auf eine schwankende Qualitdt der
Filter schlieBen ldsst. Schon der Vergleich zweier gleichzeitig in einer Hybridisierungsrohre
hybridisierten Filter lieferte teilweise iiber 100 differentiell exprimierte Gene. Zur
Veranschaulichung sind in Abb. 4.1 exemplarisch die scatter plots von zwei Vergleichen
zweier Filter, die mit derselben Sonde hybridisiert worden waren, also von zwei technischen
Wiederholungen (A und B) sowie von zwei Vergleichen zwischen einem K-Filter und einem
Fc-Filter (C und D), dargestellt. In den Diagrammen sind die normalisierten
Signalintensititen der beiden Filter gegeneinander aufgetragen. Ober- und unterhalb der in die
Diagramme eingezeichneten Diagonalen liegende Punkte zeigen mehr als 2-fach induzierte
bzw. reprimierte Klone an. Um wirklich aussagekriftige Ergebnisse erzielen zu konnen,
sollten im Idealfall zwei gleiche Behandlungen im Scatter Plot kaum Streuung nach oben
oder unten zeigen, sondern cher auf einer Geraden im Bereich zwischen den beiden
eingezeichneten Linien liegen (SREENIVASULU et al. 2002). In Abb. 4.1 kann man deutlich
erkennen, dass sich die Singale der technischen Wiederholungen (A und B) jeweils
gleichmdflig um den Bereich der beiden Diagonalen verteilen, allerdings nicht so eng wie
erwiinscht. Vor allem im Vergleich Fec-Fc ist die Streuung recht groB. In den beiden
dargestellten Vergleichen K-Fc¢ (C und D) sind die Signale deutlich nach oberhalb
verschoben, d.h. es gab eine Vielzahl vermeintlich Fc-induzierter Gene. Allerdings gab es
deutliche Unterschiede zwischen diesen beiden scatter plots, die zeigen, dass die Ergebnisse,
die mit diesen Analysen erzielt wurden, zwar Hinweise, jedoch keinesfalls Sicherheiten
beziiglich ihrer Aussage iiber die differentielle Expression geben konnten.

Da die Aussagekraft der macroarray-Analysen wesentlich geringer war als urspriinglich
erwartet, wurden die Kandidatengene fiir die folgenden Expressions- bzw. Funktionsanalysen

von diesen drei Experimenten vorrangig aufgrund interessanter Homologien ausgesucht.
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Scatter plots der Filteranalyse des Experiments mit Material von cv. Maresi.

Dargestellt sind die scatter plots fiir Vergleiche zweier Filter, die mit identischen Sonden
aus gesundem (A) bzw. Fc-infiziertem Blattgewebe (B) hybridisiert wurden, sowie fiir
zwei Vergleiche zwischen einem K- und einem Fe-Filter (C und D). Dabei sind die
normalisierten Signalintensititen der entsprechenden Filter gegeneinander aufgetragen.

4.1.2 Weitergehende Expressionsanalysen und Funktionelle Analysen im Pathosystem

Arabidopsis — Fusarium

Fiir diese Expressions- bzw. Funktionsanalysen wurden zwolf Gene ausgewihlt (s. Tab. 3.2),

deren Expression zundchst in einem unabhidngigen Inokulationsversuch mit Gerstenbléttern

tiberpriift wurde. Anschliefend wurde die Expression dieser Gene ebenfalls in Gerstendhren

sowie in Weizenbldttern und —dhren nach Fe-Infektion untersucht. Zur funktionellen Analyse

standen fiir drei dieser Gene (VSNAREII, CLATHRIN, RELA, s.u.) Arabidopsis T-DNA-

Insertionslinien aus dem Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) zur Verfiigung, die

auf ihre Anfilligkeit gegeniiber Fc und Fom untersucht wurden. In diesen T-DNA-

Insertionslinien war jeweils das Arabidpsis-Homolog zu dem hier urspriinglich untersuchten
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Gerstengen ausgeknockt. Fir die tbrigen neun Kandidatengene waren leider keine
Insertionslinien erhiltlich bzw. es konnten keine homologen Gene in Arabidopsis identifiziert
werden, so dass hier eine funktionelle Analyse nicht moglich war. Die Arabidopsislinien
wurden auf Festmedium unter sterilen Bedingungen angezogen und mit einer Sporenldsung
des entsprechenden Pathogens bespriiht. Untersucht wurde dabei auch, inwiefern die
unterschiedlichen Infektionsstragtegien der beiden Pilze Fc und Fom sich in den Anderungen

der Anfilligkeiten in den Funktionsanalysen widerspiegeln.

4.1.2.1 Gene, die laut macroarray-Analysen nur in cv. Nikel differentiell exprimiert waren
Vier der augewihlten Gene (auxin repressed protein [ARP], glycine-rich cell wall structural
protein 1.0 precursor [GRP), Clathrin coat assembly protein [CLATHRIN] und ein RELA-
Homolog [RELA]) stammten von Klonen, die im macroarray nur in Blittern des resistenteren
Kultivars Nikel nach Infektion mit Fc differentielle Signale gegeben hatten. GRP und ARP
zeigten dabei eine Fc-bedingte Induktion. Diese Ergebnisse konnten mittels semi-
quantitativer RT-PCR fiir 4ARP nicht und fiir GRP nur teilweise bestdtigt werden. Die
weitergehenden Analysen der Expressionsmuster dieser Gene in Gerstendhren und in Weizen
(Blatt und Ahre) machten zudem deutlich, dass keine Korrelation zwischen der Expression
dieser Gene und der Resistenzausprigung der Pflanzen gegeniiber Fc bestand. Daher ist es
eher unwahrscheinlich, dass diese Gene an der Resistenz in Gerste und Weizen gegeniiber Fc
beteiligt sind.

Die Gene RELA und CLATHRIN waren in chimiren Klonen enthalten, d.h. zusétzlich zu
diesen Genfragmenten waren noch 1-2 weitere in den entsprechenden Klonen vorhanden.
Beide Klone zeigten ein schwicheres Signal auf den Fc-Filtern im Vergleich zu den K-
Filtern. Die Expression von CLATHRIN war im unabhingigen Infektionsversuch nicht
differentiell, so dass eine mogliche Beteiligung dieses Gens an der Suszeptibilitdt der
Wirtspflanze gegeniiber Fusarium fraglich ist. Moglicherweise wurde das differentielle Signal
im macroarray vom zweiten in diesem Klon enthaltenen Genfragment, das Teil eines
Chlorophyll a/b-Bindeprotein kodierenden Gens war, bestimmt. Die Annahme, dass
CLATHRIN keine Rolle bei der Abwehr von Fusariumpilzen in Pflanzen spielt, wurde durch
die funktionelle Analyse im System Arabidopsis — Fusarium bekraftigt, da clathrin-Mutanten
von Arabidopsis keine verdnderte Anfilligkeit gegeniiber Fc oder Fom zeigten.

Als interessant erwies sich dagegen die ndhere Untersuchung des RELA. Bei RELA handelt
es sich um eine Ribosomen-assoziierte Guanosin-3’,5’-bispyrophosphat (ppGpp) Synthetase.

Zusammen mit SPOT agiert es als Regulator physiologischer Anpassungen an eine Fiille von
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Umweltbedingungen (BRAEKEN et al. 2006). Beschrieben wurde das RELA/SPOT-System
erstmals in Bakterien als Teil der stringent response, welche durch eine rapide
Herrunterregulierung von stabiler RNA-Synthese bei Aminosduremangel oder anderen
Néhrstoffméingeln charakterisiert ist (CASHEL et al 1996). Ein Kennzeichen dieser stringent
response ist die Akkumulation der Effektormolekiile (p)ppGpp und AMP, ausgehend von
GTP/GDP und ATP. Dieser Prozess ist abhingig von der Bindung von RELA an Ribosomen
und von der Anwesenheit ungeladener tRNAs an der Aminoacylstelle des Ribosoms sowie
des ribosomalen Proteins L11. Die Bindung von RELA an das Ribosom und die damit
verbundene (p)ppGpp-Synthese sind reversibel. Die Menge an RELA scheint durch Stress
reguliert zu werden (BRAEKEN et al. 2006). In Hefe und Escherischia coli, die mit dem
RELA/SPOT-Homolog des Halophyten Suaeda japonica transformiert worden waren, konnte
eine erhohte Toleranz gegeniiber Salzstress beobachtet werden (YAMADA et al. 2003). Auch
in Pflanzen wurden inzwischen RELA-Homologe identifiziert und es wird vermutet, dass
(p)ppGpp hier als ein schnell aktivierter Transkriptionsfaktor agiert (VAN DER BIEZEN et al.
2000). Das direkte target des ppGpp ist die RNA-Polymerase, an die es in der Nihe des
aktiven Zentrums bindet und mit deren B und B’-Untereinheiten es interagiert. Es scheint die
Transkription auf diese Weise ohne regulatorische Partner-Proteine, die spezifisch an
Sequenzen der DNA binden, zu beeinflussen und kann sowohl als negativer als auch positiver
Regulator der Genexpression agieren (MAGNUSSON ef al. 2005).

Im macroarray zeigte der Klon GBNOO1D10, der neben RELA noch Fragmente zweier
weiterer Gene enthielt, in cv. Nikel ein leicht schwicheres Signal auf einem der Fc-Filtern im
Vergleich zum entsprechenden K-Filter. In den semi-quantitativen two-step RT-PCRs
allerdings war RELA sowohl in Gerstenbldttern als auch in Bléttern des Fc-anfélligen
Weizenkultivars Nandu bei Fec-Infektion nicht differentiell exprimiert, im resistenteren
Weizenkultivar Sumai3 war es in Bldttern 24 Stunden nach Fec-Inokulation (hpi) induziert, 48
hpi reprimiert und 72 hpi nicht differentiell exprimiert. Laut TAKAHASHI et al. (2004) liegt das
Maximum der wundinduzierten ppGpp-Akkumulation in Arabidopsis bei 60 Minuten nach
Behandlung. Demnach konnte auch in Bléttern von Gerste bzw. Weizen eine erhohte RELA-
Expression zu beobachten sein, wenn frithere Zeitpunkte untersucht wiirden. Ein Hinweis
darauf findet sich auch in dem Versuch mit Weizenblittern, da das RELA hier in cv. Sumai3
zum frithesten Zeitpunkt (24 hpi) induziert war, 48 hpi jedoch nicht mehr.

In Ahren zeigte sich folgendes Bild: sowohl in Gersten- als auch in Weizenihren der
untersuchten Kultivare war RELA nach Fc-Inokulation im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle im jeweils resistenteren Kultivar deutlich induziert. In den anfélligen Kultivaren
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war es nur in cv. Maresi (H.v.) 72 hpi induziert. Zumindest in Ahren korrelierte also eine
erhohte Expression von RELA mit hoherer Resistenz gegeniiber dem Getreidepathogen Fec.
Die Expressionsanalyse fiihrte somit zu der Vermutung, dass es sich bei RELA um einen
Resistenzfaktor im System Gerste/Weizen — Fc handeln konnte. Verstirkt wurde diese
Hypothese durch die Ergebnisse der funktionellen Analyse im System Arabidopsis — Fc. Der
knock-out von RELA fiihrte hier zu erhohter Anfilligkeit gegeniiber dem nekrotrophen
Pathogen. Damit konnte auch die Resistenz von Getreide gegeniiber Fc z.T. liber RELA
reguliert sein. Gegeniiber Fom zeigte die Linie rel4 dagegen eine Tendenz in Richtung
erhOhter Resistenz. Dies weist darauf hin, dass die Abwehr der beiden Pilze auf verschiedene
Art und Weise verlduft, was auf die unterschiedlichen Infektionsstrategien zuriickzufiihren

sein konnte (s. S.86, Kap. 413).

4.1.2.2 Gene, die laut macroarray nur in cv. Maresi differentiell exprimiert waren

Die Expression der drei in der macroarray-Analyse nur im anfélligeren Kultivar Maresi als
induziert beobachteten Gene konnte in zwei Fillen (Vesicle transport Protein v-SNARE 11
[VSNARE11]); DimI-Homolog [DIMI]) bestéitigt werden. Der myb-related transcription
factor MYBS59 (MR-TF) war in der semi-quantitativen two-step RT-PCR nicht differentiell
exprimiert. Die weiteren Analysen der Expressionsmuster dieser drei Gene in Gerstendhren
und in Blittern und Ahren in Weizen ergaben fiir DIM1 und MR-TF keine Korrelation mit der
Auspriagung von Resistenz bzw. Suszeptibilitdt gegeniiber Fc. Funktionelle Analysen konnten
mit diesen Genen nicht durchgefiihrt werden, da keine Arabidopsis -T-DNA-Insertionslinien
zur Verfiigung standen.

Ein interessantes Expressionsmuster ergab sich hingegen fiir v'SNARE11: Es war sowohl im
Array als auch in den RT-PCRs in Gerste sowohl in Blittern als auch in Ahren in den
resistenteren Kultivaren weder mit noch ohne Fec-Infektion exprimiert. In Weizenbldttern war
seine Expression im resistenteren Sumai3 durch die Fc-Inokulation nicht beeinflusst und in
der Ahre reprimiert. In den anfilligeren Kultivaren dagegen zeigte dieses Gen jeweils
dhnliche Expressionsmuster: entweder eine deutliche Induktion (cv. Maresi, Blatt und Ahre;
cv. Nandu, Blatt; cv. Remus, Ahre) bzw. eine schwache Induktion (cv. Pasadena [Ahre]) bei
Fc-Infektion. Die Ergebnisse dieser Arbeit (keine differentielle Expression bzw. Repression
in resistenteren Kultivaren und Induktion in anfdlligeren Kultivaren) deuteten darauf hin, dass
es sich bei vSNARE ] in der Gerste/Weizen — Fc — Interaktion um einen Suszeptibilitdtsfaktor
handelt.
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Vesikeltransport zwischen verschiedenen Membranen ist auf die Erkennung zwischen
VSNARE-Proteinen auf Transportvesikeln und tSNARE-Proteinen auf Zielmembranen
angewiesen (ZHENG et al. 1999). Allen SNARE-Proteinen gemein ist eine helikale Doméne.
Bildet sich aus je vier SNARE-Proteinen der Vier-Helix-Komplex, der die Fusion des
Transportvesikels mit der Zielmembran fordert, so lagern sich die SNARE-Proteine an diesen
Dominen zusammen. Zusammengesetzt ist dieser Vier-Helix-Komplex (frans-SNARE
Komplex) aus drei tSNARE-Proteinen und einem vSNARE-Protein. Nach der Vesikelfusion
existiert das Vier-Helix-Biindel als cis-SNARE Komplex. Um den Komplex aufzuldsen wird
ein a-SNAP (soluble NSF attchment protein) und die ATPase-Aktivitit von NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor) bendtigt (SANDERFOOT et al. 2000, SURPIN & RAIKHEL
2004). Bei den vSNARE-Proteinen handelt es sich um Idsliche NSF attachment-Protein
Rezeptoren, die unter Eukaryoten sehr konserviert sind (SUTTER et al. 2006). Die Funktion
der SNARE-Proteine umfasst nicht nur house-keeping-Prozesse. Sie sind dariiber hinaus auch
an Antworten der Pflanze auf Umweltbedingungen beteiligt wie z.B. Stomatabewegungen,
gravitropische Mechanismen und Pathogenbefall (SUTTER ef al. 2006). Einige der SNARE-
Proteine tragen zu spezifischen Membranfusions-Ereignissen bei und sind essentiell fiir
verschiedene Signaltransduktionswege (SURPIN & RAIKHEL 2004, SUTTER et al. 2006). Das
homologe Protein des in dieser Arbeit untersuchten vSNAREI11 der Hefe ist am cis-Golgi
Membrantransport sowie and der Fusion von Golgi-Vesikeln mit dem pravakuolaren
Kompartiment beteiligt (FISCHER et al. 1997). Das Arabidopsis-Homolog ist einerseits in
endodermalem Gewebe an Stingel-Gravitropismus beteiligt (YANO et al. 2003), andererseits
in anderen Geweben an der Morphogenese der Zellstruktur (MORITA et al. 2002). Bei einem
anderen SNARE-Protein in Arabidopsis (PENI, kodiert fiir ein tSNARE Syntaxin) fiihrt der
knock-out zu einer Erhohung der Befallshiufigkeit mit Blumeria graminis f.sp. hordei. PEN1
ist hier also ein wichtiges Protein zur Ausbildung der Nicht-Wirts-Resistenz (COLLINS et al.
2003). NUHSE et al. (2003) haben die Theorie aufgestellt, dass die Ca®’-abhingige
Phosphorylierung von tSNARE-Proteinen die Exocytose von Proteinen und Komponenten,
die der Abwehr dienen, stimuliert. Interessant ist, dass ecinzelne SNARE-Proteine
verschiedene Funktionen haben koénnen und sowohl als vSNARE fungieren konnen als auch
als tSNARE (SANDERFOOT et al. 2000).

Da die Expression des Hv_vSNAREI mit erhohter Anfdlligkeit korrelierte, werden durch das
vSNARE1-Homolog in Gerste und Weizen moglicherewise Prozesse vermittelt, die fiir eine
Fusarium-Infektion forderlich sind. Die ebenfalls hier durchgefiihrte funktionelle Analyse in

Arabidopsis lieferte aber ein gegenteiliges Ergebnis. Getestet wurden knock-out Mutanten
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zweier VSNARE-Gene aus Arabidopsis, vSNARE11 und vSNARE3, in der Interaktion mit Fc
und Fom. v-snarel I zeigte eine Tendenz in Richtung erhohter Anfélligkeit gegeniiber Fom, v-
snarel3 zeigte diese Tendenz gegeniiber Fc. Zu erklédren ist dieser Widerspruch vermutlich
damit, dass die Aminosduresequenz des vSNAREI-Homologs aus Gerste mit denjenigen in
Arabidopsis nur zu 61 % (VSNAREII) bzw. 62 % (VSNARE13) iibereinstimmt. Da ein
einzelnes VSNARE-Proteine schon in ein und demselben Organismus verschiedene
Funktionen haben kann (SANDERFOOT et al. 2000), ist es durchaus denkbar, dass mit v-
SNARE11/13 nicht die Gene in Arabidopsis getroffen wurden, die die gleiche Funktion
ausiiben wie das Hv_vSNARE1 1 in Gerste.

4.1.2.3 Gene, die laut macroarray in cv. Nikel und cv. Maresi differentiell exprimiert waren
Von den fiinf ausgewéhlten Genen, die im Array sowohl im Fc-anfilligen Kultivar als auch
im weniger Fc-anfilligen differentiell exprimiert waren, waren drei vor allem wegen ihrer
gegensitzlichen Expression in den beiden Kultivaren interessant. Alle drei waren hier im Fec-
anfilligen cv. Maresi induziert, im weniger Fc-anfélligen cv. Nikel reprimiert. Es handelte
sich hierbei um das Ankyrin-repeat protein HBP1 [ANKYRIN)), das senescence-associated
protein [SAP] und das 23 kDa jasmonate-induced protein [JIP]). In einem unabhingigen
Versuch konnte die Induktion von SAP und JIP in cv. Maresi bestétigt werden, in cv. Nikel
wurde keine differentielle Expression beobachtet, ebenso wie fiir das ANKYRIN in beiden
Kultivaren. Da das ANKYRIN wiederum aus einem chimiren Klon stammte (GBN001GO02),
kann man davon ausgehen, dass die differentielle Expression im macroarray auf das zweite
Genfragment in diesem Klon, das fiir ein unbekanntes Protein kodierte, zuriickzufiihren war.
Ausgehend von den Ergebnissen in Gerstenbléttern konnte man fiir S4P und JIP annehmen,
dass beide generell in anfilligen Kultivaren bei Fc-Infektion induziert sind, in weniger
anfilligen dagegen reprimiert bzw. nicht differentiell exprimiert. Dies lieB sich in den
weitergehenden Expressionsanalysen in Gerstenihren und in Weizen in Ahren und Blittern
jedoch nicht bestdtigen. Auch fiir das ANKYRIN wurde keine einheitliche Expression
abhidngig vom Grad der Anfilligkeit der Pflanzen beobachtet. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass SAP, JIP und ANKYRIN keine wichtige Funktion bei der Abwehr
von Fc in Getreide haben. Eine Funktionsanalyse im Pathosystem Arabidopsis — Fusarium
war fiir diese Gene leider nicht moglich, da keine entsprechenden T-DNA-Insertionslinien in
den Arabidopsis Stock Centern erhéltlich waren.

Der Calreticulin 3 precursor (CRT3) und die MAP Kinase (MAPK2) waren in den
macroarray-Analysen in beiden Kultivaren induziert. In dem unabhidngigen Blattversuch

konnte dies weitgehend bestitigt werden, die MAPK2 war hier allerdings nur 6 und 48 hpi
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induziert, nicht aber 24 hpi. Verglichen mit den Expressionsmustern dieser Gene in
Gerstendhren und im Weizen waren beide Gene mal im anfilligen Kultivar starker exprimiert,
mal im resistenteren. Es ldsst sich also keine allgemeingiiltige Aussage beziiglich der
moglichen Funktion der MAPK?2 in der Abwehr von Fc in den untersuchten Getreidearten
treffen. Da auch hier keine T-DNA-Insertionslinien von Arabidopsis zur Verfiigung standen,

konnten fiir diese Gene keine funktionellen Analysen durchgefiihrt werden.

Neben den Genen aus der macroarray-Analyse wurde auch die Expression eines putativen
CYANASE-Gens (Acc.No: AAG21913) in den verschiedenen Gersten- und Weizenkultivaren
und -organen untersucht. Dieses Gen war in der Bipolaris sorokiniana — Weizen — Interaktion
in Blittern des resistenteren Kultivars Yangmai 6 induziert (8, 40, 60 + 100 hpi), in dem
hochanfilligen cv. Sonalika jedoch nicht differentiell exprimiert (JAIN 2004). Interessanter
Weise konnte in dieser Arbeit beobachtet werden, dass die putative CYANASE auch in der
Gerste/Weizen — Fc — Interaktion in den weniger anfilligen Kultivaren jeweils stirker und
meist auch langer induziert war als in den anfélligen Kultivaren. Die einzige Ausnahme zeigte
sich bei der Fe-Inokulation von Weizenblittern, wo die Induktion der CYANASE in beiden
Kultivaren gleich war.

CYANASEN sind in vielen Bakterien, Pilzen und Pflanzen vorhanden und auf vielféltige
Weise am Stickstoff-Stoffwechsel beteiligt. Das Enzym katalysiert u.a. die Umsetzung von
Cyanat und Bicarbonat zu Carbamat, welches dann spontan zu Ammonium und CO, zerfallt
(ANDERSON et al. 1994, EBBS 2004). Cyanat kann einen wichtigen Einfluss bei der
Zelltodregulation ausiiben: Untersuchungen mit Kanadischem Berufkraut (Erigeron
canadensis L.) haben gezeigt, dass Cyanat eine Storung des antioxidativen
Ascorbat/Glutathion-Zyklus bedingt, indem es eine irreversible Carbamylierung von
Dehydroascorbat  verursacht.  Carbamyliertes Dehydroascorbat kann  durch die
Dehydroascorbat-Reduktase nicht mehr zu Ascorbat reduziert werden, was in einen
Ascorbatmangel resultiert (KOSHIISHI et al. 1997). Ein Defizit an Ascorbat fiihrt zu einem
Anstieg der Menge reaktiver Sauerstoffintermediate und dies wiederum zu vermehrtem
Zelltod. Daher ist die CYANASE-katalysierte Detoxifizierung von Cyanat ein wichtiger Schritt
um die Versorgung der Zellen mit freiem Ascorbat sicher zu stellen und sie so vor oxidativem
Stress und dadurch bedingten Zelltod zu schiitzen. Eine weitere Funktion der CYANASE ist
die Detoxifikation von Cyanid. Cyanid ist ein starker cytotoxischer Wirkstoff, der
insbesondere als Inhibitor von Metalloenzymen Schaden anrichtet. Als grofite Quelle der
Produktion von Cyanid in Pflanzenzellen wird die Biosynthese von Ethylen angesehen

(ASKARI et al. 2006).
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Die verstirkte Expression des putativen CYANASE-Gens in weniger anfilligen
Getreidekultivaren lasst vermuten, dass die putative CYANASE tatsdchlich an der Abwehr
von Fc in Gerste und Weizen beteiligt ist. Dabei spielt vermutlich die Funktionen der
Sicherung des Ascorbat-Vorrats, der den durch reaktive Sauerstoffintermediate bedingten
Zelltod verhindert, eine Rolle, da dies zu einer Wachstumsinhibierung des nekrotrophen Fc

fithren kann.

4.1.3 Abhingigkeit der Resistenz gegen Fusarium von Programmiertem Zelltod

Da nur fiir drei der aus den macroarray-Analysen gewihlten Kandidatengene homozygote
knock-out-Linien fiir die jeweiligen Af-Homologe verfligbar waren, wurden weiteren
Kandidatengene fiir die funktionellen Analyse im Pathosystem Arabidopsis-Fusarium
ausgewdhlt. Darunter waren zwei Zelltodinhibitorgene und ein Gen, das fiir ein an der
Zelltodinduktion beteiligtes Enzym kodiert. Mit Hilfe der Mutanten dieser Gene sollte geklart
werden, ob sich verminderter Zelltod moglicherweise negativ auf das Fusarium-Wachstum
auswirkt, die Pflanzen also durch unterdriickten Zelltod resistenter sein konnten. Bei den
Zelltodinhibitoren handelte sich um den sowohl in Pflanzen als auch in Tieren beschriebenen
Zelltodinhibitor BAX-Inhibitor-1 (BI-1, EICHMANN ef al. 2004) und den Caspaseinhibitor
DAD?2 (Defender against Apoptotic Death, DANON et al. 2004). Daneben wurde die
Oxoglutarat-abhéngige Dioxygenase (20G) untersucht, ein Protein, das sich in Arabidopsis
downstream von H;O, in der Signalkette befindet, die zu programmiertem Zelltod fiihrt
(GECHEV et al. 2005). Weitere Gene stammten aus einer Affymetrix microarray-Analyse, bei
der Material aus unbehandelten Gerstenihren (cv. Rika), mit Material aus Ahren, die mit Fg
inokuliert worden waren, verglichen wurde. Alle aus diesem Versuch ausgewihlten
Kandidatengene zeigten eine deutliche Induktion 5 Tage nach Fg-Inokulation. Dabei handelte
es sich um ein Germin-/ike Protein (GLP7), eine Peroxidase (PP1), ein Peroxiredoxin (PERI)
und eine saure Endochitinase (CHIBI). GLP7, PP1 und PERI wurden ausgewdhlt, weil sie
ebenfalls am antioxidativen System beteiligt sind und somit einen Einfluss auf die Ausbildung
von Programmiertem Zelltod haben konnten. Pflanzliche Chitinasen sind evtl. an der
Verdauung chitinhaltiger Pilzhyphen beteiligt und kdnnen so zu Resistenz beitragen. Das
PPI-Homolog und das CHIBI-Homolog von Arabidopsis zeigten allerdings bei der
funktionellen Analyse keine Beteiligung an der Abwehr von Fc oder Fom.

BAX Inhibitor-1-Proteine (BI-1) werden als Suppressoren von Programmiertem Zelltod in
Saugetieren und Pflanzen beschrieben. Es handelt sich hierbei um sehr konservierte Proteine,

deren physiologische Bedeutung in Pflanzen noch nicht abschlieBend untersucht ist

82



DISKUSSION

(WATANABE & LAM 2006). In der Interaktion von Gerste mit dem biotrophen Pathogen
Blumeria graminis f.sp. hordei erhoht die Uberexpression des Hv-BI-I nicht nur die
Penetrationsrate dieses Pilzes (HUCKELHOVEN et al. 2003), sondern bricht zudem die m/o-
vermittelte Penetrationsresistenz sowie die Nichtwirtresistenz gegeniiber dem Echten
Weizenmehltaupilz (EICHMANN et al. 2004). Dagegen konnten bei Expression von anti-
apoptotischen Proteinen wie dem Baculovirus Apoptoseinhibitorgen p35 in Tomate erhohte
Resistenzen gegeniiber nekrotrophen Pathogenen gezeigt werden. Dies zeigte sich sowohl bei
Infektion (Pathosysteme Tomate — Alternaria alternata f.sp. lycopersici/Colletotrichum
coccodes) als auch nach der Behandlung mit deren Toxinen (Alternaria alternata) (LINCOLN
et al. 2002). WATANABE & LAM (2006) machten die Beobachtung, dass nach Behandlung von
Arabidopsis-Pflanzen mit dem Fusarium-Toxin Fumonisin B1 (FB1) die Expression des
AtBI-1 induziert ist. AuBerdem haben sie festgestellt, dass der knock-out von BI-1 in
Arabidopsis zu verstirktem Zelltod fiihrt.

Auch in dieser Arbeit zeigten transgene Arabidopsis-Pflanzen, in denen das BI-/-Gen
ausgeschaltet war (bi-1), eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber beiden getesteten Fusarium-
Arten. Im Gegenzug wurde in entsprechend transgenen BI-I-liberexprimierenden Pflanzen
(W2-1) eine Tendenz zu erhohter Resistenz gegeniiber Fc beobachtet. Damit l4sst sich sagen,
dass die Uberexpression von BI-1 eine erhdhte Resistenz gegeniiber Fc bedingt, die
Abwesenheit von BI-1 dagegen den Befall durch dieses nekrotrophe Pathogen fordert. Diese
Beobachtungen lassen darauf schlieen, dass generell die Suppression von Zelltod mit einer
erhohten Resistenz gegeniiber Fusarium einhergeht.

Die Funktionsanalyse des Caspaseinhibitors DAD2 (Defender against Apoptotic Death) im
Rahmen dieser Arbeit unterstreicht diese Theorie, da auch durch den knock-out von DAD?2 in
Arabidopsis eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber Fc zu beobachten war. Néher untersucht
wurde bislang nur DADI, ein Homolog zu DAD2, das urspriinglich in Hamsterzellen
entdeckt wurde. Die Zelllinie mit entsprechender dadl-Mutation starb durch Apoptose ab
(NAKASHIMA et al. 1993). In Arabidopis-Blattprotoplasten wird Zelltod nicht nur durch
AtDADI1 und 2 unterdriickt, sondern auch durch den tierischen Caspaseinhibitor p53 (DANON
et al. 2004). Beziiglich des Wirkmechanismus der DAD-Proteine wird noch spekuliert. In
Sdugetieren wurde entdeckt, dass DAD1 im Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert
und eine Untereinheit der Oligosacharyltransferase ist (KELLEHER & GILMORE 1997). DANON
und Mitarbeiter (2004) fanden heraus, dass die Uberexpression von DADI Zelltod in
Protoplasten unabhéngig von Glycosylierung unterdriickt. In Hefe wurde beobachtet, dass die

Hefemutante ost2 (defekt in einer der neun Untereinheiten der Oligosaccharyltransferase mit
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Homologie zu DADI1) auch morphologische und biochemische Symptome von Apoptose
aufweist (HAUPTMANN ef al. 2006). Somit ist DAD1 mdglicherweise ein bifunktionales
Protein, das einerseits durch seine alleinige Anwesenheit und andererseits durch seine
Beteiligung an der N-Glycosylierung Zelltod supprimiert. Eine dhnliche Funktion kann auch
fiir DAD?2 postuliert werden.

Die Annahme, dass Zelltodrepression zu verminderter Anfélligkeit gegeniiber Fusarium fiihrt,
wurde ebenfalls durch das Ergebnis, das mit der Knock-out-Arabidopsis Mutante 2og
beobachtet wurde, bestirkt. Bei 20G handelt es sich um eine Oxoglutarat-abhéngige
Dioxygenase, die an Zelltodreaktionen in Arabidopsis beteiligt ist. Beschrieben wurde sie von
GECHEV und Mitarbeitern (2005), die sich mit der Frage beschéftigt haben, welche Gene
downstream von H;0O, im Zelltod-Netzwerk eine Rolle spielen. Bei den von ihnen
durchgefiihrten microarray-Analysen wurde unter anderen Genen die 20G als H,O,-induziert
gefunden, und in 20g Knock-out-Mutanten von Arabidopsis wurde signifikant weniger
Zelltod-Symptome nach H,O,-Induktion beobachtet. In dieser Arbeit zeigte die 2og-Mutante
eine erhohte Resistenz gegeniiber einer Fc-Infektion. Damit fiihrte auch hier die
Verminderung der Zelltodreaktion zu erhdhter Resistenz gegeniiber diesem nekrotrophen
Pathogen.

Auch die hier durchgefiihrten Untersuchungen mit der glp7-Mutante passen in dieses Bild.
Bei GLP7 handelt es sich um ein Germin-/ike Protein. Germine sind Oxalatoxidasen, und
auch den GLPs werden Oxalatoxidase- bzw. Superoxiddismutase-Aktivititen zugeschrieben.
Diese Aktivititen filhren zu H,0,-Produktion, was wiederum zur Einleitung von
Zelltodreaktionen fiihren kann (CARTER et al. 1998, ZIMMERMANN et al. 2006). Die glp7-
Insertionslinie zeigte eine erhohte Resistenz gegeniiber Fc im Vergleich zum Col-0-Wildtyp.
Auch hier war also eine gesteigerte Resistenz gegeniiber Fc durch verminderte
Zelltodreaktionen zu beobachten.

Die Peroxiredoxin-Knock-out-Mutante (perl) von Arabidopsis zeigte eine hohere Anfalligkeit
gegeniiber Fc und Fom im Vergleich zum Wildtyp. Damit kann PERT1 als eine Komponente
in der Abwehr der beiden Pathogene postuliert werden. In Pflanzen gibt es vier verschiedene
Unterfamilien von Peroxiredoxinen (Prx): 1-Cys Prx, 2-Cys Prx, Type II Prx und Prx Q. Alle
Peroxiredoxine wirken {iber ihren N-terminalen Cystidinrest (Cys), der mit Peroxiden reagiert
und diese reduziert. 1-Cys Prx tragen nur ein katalytisches Cys, alle anderen Peroxiredoxine
tragen zwei (DIETZ et al. 2006). Peroxiredoxine sind in Pflanzen an der Detoxifikation von
Peroxiden in der Photosynthese beteiligt. Sie haben DNA-protektive Funktion und wurden in

der Abwehr von Pathogenen beschrieben, wo sie antifungale Wirkung zeigen (ROUHIER ef al.
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2004, KiBA et al. 2005). All diese Funktionen wurden aber bislang nur fiir die 2-Cys Prx,
Type II Prx und Prx Q beschrieben. Die 1-Cys-Prx von Pflanzen, zu denen auch das hier
untersuchte PER1 gehort, sind bisher nur als in der Aleuronschicht und dem Embryo der
Samen exprimiert beschrieben (AALEN 1999, DiETz 2003). Dort wirken sie einerseits
antioxidativ, andererseits sind sie evtl. daran beteiligt, den richtigen Zeitpunkt zur Keimung in
den Samen wahrzunehmen (HASLEKAS et al. 2003).

Da eine erhohte Anfilligkeit der per/-Mutanten im Vergleich zu nicht transgenen
Arabidopsispflanzen deutlich war, kann davon ausgegangen werden, dass das 1-Cys-Prx
PER1 nicht nur, wie bisher angenommen, in Samen exprimiert wird, sondern auch in
vegetativen Geweben. Weiterhin kann ihm eine Funktion in der Abwehr der Pathogene Fc
und Fom zugeschrieben werden. Man kann spekulieren dass PER1 in Arabidopsis am Abbau
von H,O, beteiligt ist und damit zu einer Verminderung des Zelltods zur Abwehr von
Fusarium beitragt. Dies wiirde die erhohte Anfilligkeit der per/-Mutanten gegen Fc und Fom
erklaren. Gestiitzt wird diese Hypothese durch Untersuchungen mit humaner 1-Cys-Prx, die
gezeigt haben, dass dieses Enzym in E. coli die intrazelluldire H,O,-Konzentration bei
Anwesenheit eines Elektronendonators deutlich reduzieren kann (KANG et al. 2005).

VTCI kodiert fiir eine GDP-Mannose Pyrophosphorylase/Mannose-1-pyrophosphatase.
Dieses Enzym wird unter anderem fiir die Biosynthese von Ascorbat (Vitamin C) benétigt.
Wie bereits bei der Diskussion des CYANASE-Gens (s. S. 81) beschrieben, ist Ascorbat eine
wesentliche Komponente in Redox-Signalling-Ereignissen. Neben Glutathion stellt es einen
der wichtigsten Redoxpuffer der pflanzlichen Zellen dar (FOYER & NOCTOR 2005, PAVET et
al. 2005). Als ein Antioxidant agiert Ascorbat direkt als Radikalfinger von reaktiven
Sauerstoffintermediaten oder indirekt als Substrat fiir die hochspezifische Ascorbatperoxidase
(APX) bei der Detoxifikation von H,O, (WOLUCKA et al. 2005). Ein Defizit an Ascorbat fiihrt
zu vermehrten Zelltodreaktionen, und macht Arabidopsis Pflanzen resistenter gegeniiber dem
pathogenen Bakterium Pseudomonas syringae (PAVET et al. 2005). Wie die funktionelle
Analyse im hier durchgefiihrten Screening ergeben hat, zeigten vtc/-1-Mutanten eine Tendenz
in Richtung erhohter Anfilligkeit gegeniiber Fc und Fom im Vergleich zu Col-0. Dieses
Ergebnis weist wiederum darauf hin, dass eine Erhohung der Zelltodrate in Arabidopsis (hier
ausgelost durch einen Ascorbatmangel aufgrund der vic/-Mutation) das Wachstum des
nekrotrophen Pathogens Fc und auch gegeniiber Fom fordert.

Fasst man die Ergebnisse der funktionellen Analyse mit den Zelltod-fordernden bzw.
supprimierenden Mutanten in Arabidopsis zusammen, so wird bestitigt, dass der

Programmierte Zelltod, der von Pflanzen oft zur Abwehr von Pathogenen eingesetzt wird, die
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Infektion durch das nekrotrophe Pathogen Fc begiinstigt. Eine Erh6hung der Resistenz in
Pflanzen kann also dadurch erzielt werden, dass man eben diese Form der Abwehr
unterdriickt. Da dies jedoch wahrscheinlich negative Effekte auf die Abwehr biotropher
Pathogene hitte, kann ein optimaler Eingriff in die Regulation der pflanzlichen Abwehr zur
Verbesserung der Fusarium-Resistenz nur darin bestehen, dass die Repression des Zelltods
lokal begrenzt wird, also z.B. nur auf die Ahre beschrinkt ist. Dies konnte man durch die
Wahl geeigneter Promotoren zur Kontrolle der Expression von Zelltodinhibitoren erreichen.
Beziiglich der Abwehr von Fom zeigen die Ergebnisse teilweise eine andere Situation. Zwar
war auch hier bei drei von vier Mutanten, in denen ein Zelltodinhibierende Protein
ausgeknockt war, eine erhohte Anfilligkeit bzw. Tendenz in diese Richtung zu beobachten.
Die Suppression des Zelltods durch Uberexpression von BI-1 bzw. knock-out von GLP7 oder
20G fiihrte jedoch nicht wie bei Fc zu erhdhter Resistenz. Dies konnte durch die
unterschiedlichen Infektionsstrategien der beiden Pilze begriindet sein. Fc infiziert das
pflanzliche Gewebe direkt von auflen ohne ein bestimmtes Gewebe besonders zu bevorzugen.
Die Ausbreitung erfolgt in allen Gewebearten des Wirtes durch aktives Abtdten der Zellen
durch Ausschiittung pilzlicher Toxine. Damit haben sowohl die Inhibierung als auch die
Forderung des Zelltods einen Einfluss auf die Pathogenese von Fc. Fom dagegen dringt iiber
die Wurzeln in das Vaskulargewebe der Pflanzen ein. Die Welke tritt dabei durch die
Blockade des Xylems und die damit verbundene mangelnde Wasserversorgung der Pflanze
bzw. durch die vom Pilz produzierten Toxine ein. Die Infektion wird auBerdem durch das
schrittweise Absterben des Xylemparenchyms begleitet (DE CAL et al. 1999). Wird der
Zelltod nicht unterdriickt, wie in den Mutanten bi-/, vtcl und perl, wird diese
Begleiterscheinung begiinstigt, der knock-out entsprechender Zelltodinhibitoren macht die
Pflanzen also anfélliger. Wird der Zelltod hingegen unterdriickt (W2, 2og, glp7), schiitzt dies
die Pflanze zwar moglicherweise eine zeitlang vor dem Absterben des Parenchyms, die
Blockade des Xylems und die daraus resultierende Unterbindung der Wasserzufuhr und
Welke finden aber weiterhin statt. Durch das reichlich vorhandene Inokulum und den dadurch
bedingten hohen Befallsdruck auf die Pflanzen konnte daher vermutlich kein Unterschied
zwischen Wildtyp-Pflanzen und denjenigen Mutanten, in denen der Zelltod unterdriickt

wurde, bei Infektionsversuchen mit Fom festgestellt werden.

4.2 BETEILIGUNG BEKANNTER SIGNALWEGE AN DER ABWEHR VON FC UND Fom

Zu Beginn dieser Arbeit war nichts iiber eine mogliche Beteiligung bekannter Phytohormon-

abhingigen systemischen Signaltransduktionswege an der Abwehr von Fusarium bekannt. Im
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Allgemeinen sagt man, dass eine effektive Abwehr gegen biotrophe Pathogene durch den
Salizylsdaure (SA)-abhingigen Signalweg reguliert wird, die Abwehr nekrotropher Pathogene
dagegen durch den Jasmonat (JA)- bzw. Ethylen (ET)-abhdngigen. Begriindet wird dies mit
der Theorie, dass die Abwehr biotropher Pathogene hauptsidchlich auf SA-induzierten
Programmierten Zelltod zuriickzufiihren ist. Bei nekrotrophen Pathogenen, die vom Zelltod
des Wirtes profitieren, werden daher eher JA/ET-abhidngige Abwehrstrategien aktiviert
(GLAZEBROOK 2005). Da diese Theorie bisher nur durch Untersuchungen mit einigen wenigen
Pathogenen und in dikotylen Systemen belegt wurde, kann sie nicht von vornherein auf jedes
Pathogen bzw. jede Pflanze iibertragen werden. Grundsétzlich fehlt fiir monokotyle Pflanzen
z.Z. noch eine genauere Charakterisierung der systemischen Abwehr von Pathogenen. Es ist
bisher nur bekannt, dass es systemisch induzierte Resistenz in Getreide gibt (KOGEL et al.
1994, GORLACH et al. 1996, SCHWEIZER et al. 1997), und dass einige der aus Dikotylen
bekannten downstream-Komponenten, wie z.B. NPRI, auch in Getreide konserviert sind und
dieselben Funktionen haben (KOGEL & LANGEN 2005). Da fiir Getreide kaum Mutanten bzw.
Transgene vorhanden sind, mit denen man eine Beteiligung der Signalwege systematisch
untersuchen konnte, wurde fiir das hier durchgefiihrte screening auf Arabidopsis-Mutanten
zuriickgegriffen, die anfillig gegeniiber dem Getreidepathogen Fc sind (s. Kap. 3.4.1).
Vergleichend wurde auch hier das Arabidopsis-Pathogen Fom untersucht. Da das System
Arabidopsis — Fusarium nicht direkt auf das System Getreide — Fusarium iibertragbar ist,
diente dieses screening dazu, Hinweise auf die Art der Resistenzantwort der Pflanzen auf eine
Infektion durch das Getreidepathogen Fc zu bekommen.

In einer Studie von 2004 wurde bereits die Anfilligkeit verschiedener Arabisopsis
Signalwegmutanten (SA: NahG, edsi-1, eds5-1, pad4-1, pad2-1, npr2-1, npri-1, coil-1, sid2,
JA: jarl-1, ET: ERFI, ein2-5) gegeniiber einer Infektion mit F. o. f.sp. conglutinans (Foc)
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass ein2-3, jari-1, npri-1 und NahG eine erhohte
Anfilligkeit gegeniiber Foc aufweisen. Die Uberexpression des Transkriptionsfaktors ERFI
(ethylen response factor 1) flihrte hingegen zu einer erhohten Resistenz gegeniiber Foc im
Vergleich zu Col-0 Kontrolle. Daraus schlossen die Autoren, dass im Falle der Abwehr von
Fo in Arabidopsis die drei SA-, JA- und ET-abhingigen Signalwege synergistisch wirken und
fiir die Resistenzauspragung notwendig sind (BERROCAL-LOBO & MOLINA 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neun Arabidopsis-Mutanten des SA-
Signaltransduktionsweges, acht Mutanten des JA-Signaltransduktionsweges und drei

Mutanten des ET-Signaltransduktionsweges untersucht (s. Tab. 2.1).
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Bei NPR1 handelt es sich um ein ankyrin repeat-Protein, das in Arabidopsis bei niedrigem
SA-Level in oligomerer Form im Zytoplasma vorliegt. Steigt die SA-Konzentration an,
dissoziieren die Oligomere zu Monomeren. Diese Monomere wandern in den Nukleus, wo sie
mit TGA-Transkriptionsfaktoren interagieren und PR-Genexpression auslosen (GLAZEBROOK
2005). Es ist schon ldnger bekannt, dass NPR1 nicht nur im SA-Signaltransduktionsweg eine
Schliisselrolle einnimmt, sondern auch im SA-unabhéngigen Signalweg der ISR ein wichtiges
Element darstellt (PIETERSE & VAN LOON 1999).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Arabidopsis-Infektionsversuchen war
nprl-3 anfilliger gegeniiber Fc und Fom; npri-2 zeigte dagegen keinen Unterschied in der
Suszeptibilitdt gegeniiber beiden Pathogenen. Dies war zunédchst unerwartet. Eine Erkldrung
fiir diesen Befund erhélt man jedoch, wenn man den Unterschied zwischen den beiden
Mutanten betrachtet. In npri-2 weist das NPRI-Gen einen Aminosdureaustausch an der 150.
Aminosdure von Cystein zu Tyrosin auf (CAO et al. 1997). Dies flihrt vermutlich zu
Anderungen der inter- oder auch intramolekularen Proteinstruktur durch verinderte
Disulfidbriickenbindungen (SomssiCH 2003). Der Effekt dieser Mutation ist jedoch
unvollstindig, da immer noch eine Rest-Induzierbarkeit der PRI-Expression in npri-2
beobachtet werden kann (CAO et al. 1997). Auf die Funktion des Proteins in der
Abwehrantwort der Pflanze gegen die Pathogene Fc und Fom hat diese Mutation offenbar
keinen Einfluss.

Die Mutation in nprl-3 dagegen bewirkt die Synthese eines verkiirzten NPR1-Proteins durch
Einbau eines frithzeitigen Stopp-Codons. Der C-Terminus des nprl-3-Proteins ist daher um
194 Aminoséduren kiirzer als der des Wildtyp-Proteins. Diese 194 Aminosduren des NPR1
enthalten u.a. das Signal zur Kernlokalisation und der dadurch bedingten Aktivierung der PR-
Genexpression (nuclear-localization signal, NLS, KINKEMA et al. 2000, DONG 2004). Dass
nprl-3 anfilliger gegeniiber Fc und Fom war, deutet darauf hin, dass fiir die Fusarium-
Abwehr die Funktion des NPR1 im Zellkern essentiell ist.

Fir PAD2 und PAD4 (PAD: phytoalexin deficient, PAD2: 20S Proteasom Untereinheit,
PAD4: Lipase-dhnliches Protein) wurde bereits beschrieben, dass sie nicht nur filir die
Akkumulation von SA verantwortlich sind, sondern auch weitere Abwehrantworten aktivieren
(ZHOU et al. 1998, GLAZEBROOK et al. 2003, KISHIMOTO et al. 2006). GLAZEBROOK et al.
(2003) fanden heraus, dass die Abwehr von P. syringae in Arabidopsis PAD4 bendtigt, nicht
jedoch die fiir die SA-Biosynthese essentiellen Proteine SID2 und EDSS5.
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Auch in der Arabidiopsis—Fusarium—Interaktion zeigte sich, dass EDS5 keinen Einfluss auf
die Resistenz/Anfilligkeit gegeniiber diesem Pathogen hat, die pad?- und pad4-Mutanten
dagegen deutlich bzw. tendenziell anfilliger waren als Wildtyp-Pflanzen.

Auch scheint PADS eine Rolle in der Abwehr von Fc und Fom in Arabidopsis zu spielen, da
die Mutation des PADS5-Gens die Anfélligkeit von Arabidopsis gegeniiber Fc und Fom leicht
erhdhte. Uber PADS ist allerdings relativ wenig bekannt, weshalb noch nicht sicher ist, an
welcher Stelle genau es in die Modelle der Signalwege einzufiigen ist oder ob es liberhaupt an
einer Signaliibertragung beteiligt ist (VAN WEES et a/ 2003).

EDS4 (EDS: enhanced diesase susceptibility) spielt laut Literatur sowohl im SA- (GUPTA et
al. 2000, GLAZEBROOK et al. 2003) als auch im ET-Signalweg (ISR, TON et al. 2002,
BOHMAN et al. 2004) eine Rolle. Interessant ist dabei, dass es in den oben zitierten
Untersuchungen niemals gleichzeitig fiir beide Wege relevant war, sondern jeweils entweder
fiir den einen oder den anderen. Da die Wachstumsbedingungen der eds4-Mutanten bei
GUTPA et al. (2000) anders waren als bei TON et al. (2002), kamen letztere zu dem Schluss,
dass EDS4 moglicherweise anhingig von Wachstumsbedingungen entweder den SA- oder
den ET-Signalweg beeinflusst. Da eds4 in den hier durchgefiihrten Untersuchungen eine
Tendenz in Richtung erhdhter Resistenz gegeniiber Fc und Fom zeigte, ist auch dieses Protein
hochstwahrscheinlich auch an der Abwehr von Pathogenen wie Fusarium beteiligt.

Die Arabidopsis coil-Mutante (COI: coronatine insensitive) ist vollstindig insensitiv
gegeniiber JA, und das COI1-Protein wird fiir alle bis dato bekannten JA-abhingigen Stress-
Antworten bendtigt (COEGO et al. 2005). Es codiert fiir ein LRR-F-Box-Protein, dessen
Funktion méglicherweise darin besteht, Regulatoren der Abwehr der Modifikation durch
Ubiquitination zuzufiihren (XIE et al. 1998). coil ist in der Literatur als stark anfillig
gegeniiber den nekrotrophen Pathogenen Plectosphaerella cucumerina und Botrytis cinerea
beschrieben (LORENZO et al. 2004).

Auch in dieser Arbeit war in den Experimenten mit der coi/-Mutante eine erhohte
Anfilligkeit gegeniiber Fc zu beobachten. Dieser Effekt war allerdings nicht sehr deutlich,
was moglicherweise durch das in dieser Arbeit verwendete Testsystem zu erkléren ist, da hier
keine FEinzelpflanzen untersucht wurden und die Testpflanzen nicht auf Homo- bzw.
Heterozygotie getestet werden konnten. Homozygote coil-Pflanzen sind ménnlich steril. Zur
Samenproduktion wurden also heterozygote COIl/coil-Pflanzen vermehrt, die 1:2:1
(COII1:COll/coil:coil) spalten. Es waren daher nur 4 der hier im Screening verwendeten

Pflanzen homozygot und demnach vollstdndig JA-insensitiv.
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Die Mutanten zweier downstream-Komponenten von COI1, jarl und jinl, waren ebenfalls
anfélliger gegeniiber Fc. jinl zeigte ebenfalls eine Tendenz in Richtung erhohter
Suszeptibilitit gegeniiber Fom. JINI kodiert einen Helix-/loop-Helix Leucin-Zipper
Transkriptionsfaktor. In der Literatur finden sich verschiedene Untersuchungen mit jinl, die
eine Resistenz gegen nekrotrophe Patogene belegen. So beschreiben ANDERSON et al. 2004
und COEGO et al. (2005) JIN1 als einen Repressor der Resistenz gegeniiber Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea und Plectosphaerella cucumerina bzw. als positiven Regulator
der Expression von wundinduzierten Genen. In anderen Untersuchungen war jin/ ebenfalls
resistenter gegeniiber dem Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (NICKSTADT
et al. 2004, LAURIE-BERRY et al. 2006). LAURIE-BERRY et al. (2006) haben in jin/-Mutanten
eine verminderte Induktion JA-responsiver Gene nach einer P. syringae-Infektion beobachtet.
Weiterhin konnten sie, ebenso wie NICKSTADT und Mitarbeiter (2004), in Korrelation zu
reduzierter Suszeptibilitdt gegeniiber diesem Pathogen in jin/-Pflanzen eine erhohte SA-
Akkumulation sowie erhohte Expression SA-abhingiger Gene feststellen. Da der SA-
Signaltransduktionsweg u.a. zelltodfordernd ist, konnte dies die erhdhte Anfilligkeit von jinl/
gegeniiber Fc in der hier vorliegenden Arbeit erkldren.

JARI, eine Jasmonat-Adenylase (STASWICK et al. 2002), wird laut Literatur fiir die Resistenz
von Arabidopsis gegen Botrytis cinerea, Plectosphaerella cucumerina und Fusarium
oxysporum f.sp. conglutinans bzw. f.sp. lycopersici und Pythium irregulare bendtigt.
Gekennzeichnet ist die jar/-Mutante durch eine reduzierte JA-abhidngige Genexpression
(STASWICK et al. 1998, BERROCAL-LOBO & MOLINA 2004). Dass jarl auch in dieser Arbeit
suszeptibler gegeniliber Fc war belegt erneut die Bedeutung des JA-Signalwegs bei der
Abwehr dieses Pathogens.

Bei FAD7 und FADS (FAD: fatty acid desaturase) handelt es sich um plastidire Enzyme, die
die Strukturdnderung von zweifach- zu dreifach- ungesittigten Fettsduren katalysieren. Das
flihrt zum einen durch Erhohung der Fluiditdit der Membranen zu erhohter Toleranz
gegeniiber Kiltestress (KODAMA ef al. 1994), zum anderen dient die dreifach ungesittigte
Linolensdure als Substrat fiir die Biosynthese von Jasmonat, das zur Expression JA-
induzierter Genexpression fiihrt (WASTERNACK & PARTHIER 1997, SONG et al. 2004). In
dieser Arbeit zeigten sowohl fad7 als auch fad8 eine Tendenz in Richtung erhohter
Anfilligkeit gegeniiber beiden getesteten Fusariumspezies, wodurch die Notwendigkeit der
JA-Synthese zur Abwehr einer Fusarium-Infektion in Arabidopsis gezeigt wurde.

AIM1 (AIM: abnormal inflorescence meristem) besitzt eine hohe Homologie zu einem

Protein mit Acyl-CoA Hydratase-Aktivitdt, das vermutlich in die f-Oxidation von Fettsduren
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involviert ist (BERGER 2002). Der Verlust von AIMI1 verdndert die Fettsdure-
Zusammenstellung von ausgewachsenen Arabidopsispflanzen und fiihrt zu reduzierter
Fertilitdt. Zudem weist die aiml-Arabidopsis-Mutante einen Phinotyp mit veridnderter
Meristemausbildung des Bliitenstands auf (RICHMOND & BLEECKER 1999). Der Defekt in der
B-Oxidation verhindert im Oktadekanoid Stoffwechsel die Biosynthese von Methyljasmonat,
da der Schritt von der 3-oxo-2(2’pentenyl)-cyclopentan-1-Oktansdure zu (+)-7-iso-JA
(Jasmonat) unterbrochen ist (DEvOTO & TURNER 2005). Eine verdnderte
Anfilligkeit/Resistenz der aim/-Mutante gegeniiber Pathogenen wurde in der Literatur bisher
nicht beschrieben. In der vorliegenden Arbeit zeigte die aiml eine erhdhte Anfilligkeit
gegeniiber Fc, was vermutlich ebenso wie bei fad7 und fad8 auf eine verminderte Synthese
von JA zuriickzufiihren ist.

Die Mutante cevl (CEV: constitutive exression of vegetative storage protein) ist durch eine
konstitutive Expression verschiedener JA- und ET-respsonsiver Gene gekennzeichnet
(PILLING & HOFTE 2003). CEV1 codiert eine Cellulosesynthase und ist an der Synthese der
Primérzellwand beteiligt. Durch reduzierte Cellulose-Level in der Pflanze werden einerseits
die Ligninsynthese aktiviert, andererseits Abwehrantworten der Pflanze durch JA-, ET- und
andere Signalwege in die Wege geleitet (CANO-DELGADO et al. 2003). Die Mutante cev/
produziert nicht nur JA konstitutiv sondern auch ET. Die dadurch bedingte konstitutive
Expression JA- und ET-responsiver Gene fiithrt zu erhShter Resistenz gegeniiber
verschiedenen Pathogenen (ELLIS ef al. 2002).

Dass cevl in dieser Arbeit nicht resistenter sondern anfdlliger gegeniiber Fc war, war
zunéchst unerwartet. Allerdings wurde auch schon eine erhdhte Resistenz von cev/ gegentiber
Erysiphe spp., also biotrophen Pathogenen beschrieben (ELLIS & TURNER 2001). Diese
Befunde weisen darauf hin, dass CEV1 nicht nur and der Regulation des JA- und ET-
Signalwegs beteiligt ist, da sonst keine Resistenz gegeniiber biotrophen Pathogenen in cevl
zu erwarten wire. Diese unbekannte Funktion des CEV1 konnte auch bei der Abwehr von Fc
von Bedeutung sein und daher die erhohte Suszeptibilitit von cev/ gegeniiber diesem
Pathogen erkléren.

Von den im ET-Signalweg gestdrten Mutanten zeigten eto3 (ET-Uberexpression) und etrI-1
(ET-insensitiv, defekter ET-Rezeptor) keine Unterschiede in der Resistenz gegeniiber Fc und
Fom im Vergleich zu nicht transgenen Pflanzen. ein2-1 (ET-insensitiv, defekt in Membran-
gebundenem Metallionen-Transporter) dagegen war resistenter als Col-0.

Auch in einer fritheren Studie von HIRSCH und Mitarbeitern (2002) fiihrte die Untersuchung

von ET-Mutanten im Arabidopsis-Rastonia solanacearum Pathosystem zu keinem klaren
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Bild. Es wurde hier sowohl fiir die ET-knock-out-Mutante ein2-1 als auch fiir die ET-
iiberexprimierende Mutante efo3 eine erhohte Resistenz gegeniiber dem Welke-induzierenden
Bakterium festgestellt, wihrend eine weitere ET-insensitive Mutante (etr/-3) keinerlei Effekt
zeigte. Moglicherweise besitzt daher EIN2 eine weitere Funktion, unabhéngig vom ET-
Signalweg, die diese widerspriichlichen Befunde erklédrt. Das wiirde bedeuten, dass im Fall
der Resistenz von Arabidopsis gegen Fusarium der ET-Signalweg moglicherweise nicht
involviert ist und hier nur die bislang unbekannte Funktion des EIN2 eine Rolle spielt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich aber durch Befunde von TUOMINEN und
Mitarbeitern (2004) auch auf eine andere Weise interpretieren. Diese Arbeitsgruppe hat,
ebenso wie OVERMYER et al. (2000), die Beteiligung vom JA- und ET-Signalweg an Ozon-
induziertem Zelltod in Arabidopsis untersucht. Beide Studien fiihrten zu der Erkenntnis, dass
JA-abhingige Prozesse iiber JAR1 die Pflanzen vor oxidativem Zelltod schiitzen, wihrend ET
diesen Zelltod begiinstigt. Dariiber hinaus zeigten entsprechende Expressionsstudien, dass die
ET-vermittelte Genespression durch JA unterdriickt wird, und umgekehrt, dass ET (unter
Beteiligung von EIN2) die Expression von JA-induzierten Genen unterdriickt. Dabei stellt
sich die Suppression des ET-Signalwegs durch JA als deutlich stirker heraus als die des JA-
Wegs durch ET.

Eine Ubertragung der Erkenntnisse zum Os-induzierten Zelltod in Arabidopsis auf die
Arabidopsis — Fusarium — Interaktion wiirde nun zu folgender Interpretation fithren: Wie
hinreichend in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, besitzt der JA-Signalweg eine ganz
entscheidende Bedeutung fiir die Abwehr von Fusariumpilzen in Arabidopsis. Dies ist
moglicherweise z.T. darauf zuriickzufiihren, dass hier, analog zu TUOMINEN et al. (2004) und
OVERMYER et al. (2000), eine starke Blockade durch JA auf den ET-Signlalweg erfolgt, die
eine moglicherweise Zelltod-fordernde Wirkung des ET bei Fusariumbefall unterdriickt.
Diese Blockade ist wesentlich stirker als die postulierte antagonistische Wirkung des ET auf
den JA-Weg, wodurch erklirt werden konnte, weshalb efo3, eine ET-iiberexprimierende
Mutante, keine verdnderte Anfalligkeit gegeniiber Fc oder Fom zeigte.

Bei ein2-1 hingegen wiirde der leicht inhibierende Effekt auf den JA-Signalweg wegfallen, so
dass hier nun die JA-vermittelte Resistenz noch stirker zum Ausdruck kdme und diese

Mutanten eine erhdhte Resistenz zeigen.

Die in dieser Arbeit mit dem Arabidopsis-Mutanten-Screening erhaltenen Ergebnisse liefern
klare Hinweise darauf, dass die Abwehr von Fusarium iiber die SA- und JA-abhéingigen
Signaltransduktionswege reguliert ist, der ET-abhingige Signalweg dagegen nicht, oder eher

antagonistisch daran beteiligt ist. Weiterhin wird deutlich, dass die drei SA-, JA- bzw. ET-
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abhédngigen Signalwege hier nicht als getrennte Wege zu betrachten sind, sondern ein stark
verzweigtes Netzwerk bilden, das bei der Abwehr von Fusariumpilzen in Arabidopsis
aktiviert wird. Diese Vernetzung der Signalwege wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
beschrieben (GLAZEBROOK 2005). Auf diese Weise verfiigt die Pflanze {iber die Moglichkeit,
mit wenigen konservierten Komponenten komplizierte Netzwerke aufzubauen, um variabel
und angemessen auf eine Vielzahl von Signalen antworten zu kdnnen (KANNEGANTI ef al.
2006).

Abb. 4.2 zeigt ein Modell zur Beteiligung der verschiedenen Komponenten der SA-, JA- und
ET-abhingigen Signaltransduktionswege an der Abwehr der Pathogene Fc bzw. Fom

aufgrund der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse.

Fc- /| Fom-Infektion

&—FAD7/8
— AIM1
(0l
\ P4DI
S~—=7 +—JARI
NPRI &—FIN2
<+—NPRI
PR-Gen- JINI
Expression
Zelltod Defensine,
\ Thionine
BII 20G wund-
VTCl1 GLP7 responsive
DAD?2 Gene
PERI
Erhohte Fc-/
Fom-
Suszeptibilit:it

VL vw

erhohte Fc- /| Fom-Resistenz

Abb. 4.2: Modell zur Beteiligung der untersuchten Signalweg-Komponenten an der Abwehr
von Fc und Fom.
Dargestellt sind die JA-, ET- und SA-Signalwege mit den untersuchten Komponenten, die
im Rahmen dieser Arbeit einen Einfluss auf die Abwehr von Fc bzw. Fom hatten.
Fordernde Effekte der Komponenten auf die Abwehr sind durch — dargestellt, hemmende
durch . Fiir zwei Komponenten (CEVI und PADS) konnte keine genaue Position in
diesem Netzwerk bestimmt werden. Das screening der Signalweg-Mutanten hat gezeigt,
dass die Abwehr von Fc und Fom in dieser Arbeit {iber den SA- und JA-Signalweg
reguliert ist, der ET-Signalweg dagegen nicht oder antagonistisch beteiligt ist.
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Zusammenfassend kann man postulieren, dass der JA-Signalweg zur Abwehr von Fc und
Fom von grofiter Bedeutung ist, da er zum einen den moglichen ET- und SA-induzierten
Zelltod blockiert und zum anderen die Expression von Abwehrgenen vermittelt. Der SA-
Signalweg hat ebenfalls eine protektive Wirkung, da die Expression von PR-Genen induziert
wird, wihrend die SA-bedingte Zelltodinduktion durch den JA-Weg unterdriickt ist. Der ET-
Signalweg hat wenn dann eine antagonistische Wirkung durch die schwache Inhibierung des
JA-Weges und die postulierte Zelltodinduktion (abgeleitet von Os-bedingtem Zelltod iiber den
ET-Weg, TUOMINEN ef al. [2004]), welche die Expression von Abwehrgenen {iberwiegen.

Um diese Zusammenhinge zu bestétigen, wiren Versuche mit Doppel- bzw. Trippelmutanten
von Arabidopsis sinnvoll. Z.B. konnte so die postulierte ET-Beteiligung durch efo3-Mutanten,
in denen der SA- und JA-Signalweg gestort ist, untersucht werden, da allein die ET-Wirkung
ohne den starken JA-Block zum Tragen kommen wiirde. Diese Mutanten sollten also
suszeptibler sein, da der postulierte ET-bedingte Zelltod bei der Fusarium-Infektion eintreten
wiirde. Weiterhin konnten Versuche mit Mutanten durchgefiihrt werden, die sowohl im SA-
als auch im JA-Siganlweg gestort sind. In diesem Fall wiirde eine Hypersuszeptibilitét
erwartet. Auch konnte in Versuchen durch eine Sorbitol-Behandlung, die zu einem Anstieg
des endogenen JA-Spiegels fiihrt, eine erhdhte Resistenz gegeniiber Fc bzw. Fom tiberpriift

werden.

4.3 EINFLUSS VON F. GRAMINEARUM UND P. INDICA AUF GERSTENPFLANZEN

Pflanzen sind in ihrer Umwelt nicht nur den fiir sie schadlichen Organismen wie Pathogenen
ausgesetzt, die ihnen durch ihre bio- oder nekrotrophe Lebensweise Schaden zufiigen.
Genauso gibt es mutualistische Interaktionspartner, wobei in diesem Fall sowohl die Pflanze
als auch der besiedelnde Organismus von der Interaktion profitieren. Fiir die Pflanze kdnnen
sich diese Interaktionen sowohl positiv auf ihre Erndhrung und Entwicklung, als auch auf ihre
Resistenz bzw. Toleranz gegeniiber biotischen und abiotischen Einfliissen auswirken (AZCON-
AGUILAR & BAREA 1996, LEKBERG & KOIDE 2005). So fiihrt die Besiedelung von Pflanzen
mit dem 1997 entdeckten Wurzelendophyten Piriformospora indica (Pi, VERMA et al. 1998)
in zahlreichen mono- und dikotylen Pflanzenarten zu deutlichen Wachstumsverbesserungen.
Auf welche Weise die Wachstumsforderung durch Pi hervorgerufen wird, ist noch nicht
geklart.

In der weit verbreiteten Symbiose zwischen Pflanzen und der arbuskuldren Mykorrhiza (AM)
erhilt die Pflanze vom Pilz vor allem Phosphat, aber auch Nitrat und andere Mineralien. Im

Gegenzug werden dem Pilz Kohlenhydrate zur Verfligung gestellt (SMITH & SMITH 1990).
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Die Bereitstellung von Phosphat ist fiir die Pflanze deshalb so wichtig, da die Absorptionsrate
von wachsenden Wurzeln um einiges hoher ist als die Diffusionsrate von Phosphat im Boden
(KARANDASHOV & BUCHER 2005). Auch in der Interaktion der Pflanzen mit Pi wird ein
positiver Effekt durch verbesserte Phosphatzufuhr diskutiert (PHAM et al. 2004, SHAHOLLARI
et al. 2005), BARAZANI et al. (2005) konnten in Pi-besiedelten Tabakpflanzen jedoch weder
im Gesamt-Phosphat noch im Stickstoffgehalt der Blatter Unterschiede im Vergleich zu nicht
besiedelten Pflanzen beobachten. SHERAMETI und Mitarbeiter (2005) haben in A. thaliana
eine verstirkte Akkumulation von Stickstoff durch Besiedelung mit Pi in Wurzeln beobachtet.
Neben einer Verbesserung der Néhrstoffversorgung konnte auch eine durch die Interaktion
mit dem Pilz verdnderte Phytohormonkonzentration zu dem verbesserten Wachstum fiihren.
Auf diese Art bewirkte Einfliisse auf das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen sind
sowohl in parasitiren (MENDE ef al. 1997) als auch mutualistischen Interaktionen beschrieben
(BAREA & AZCON-AGUILAR 1982, BARKER & TAGU 2000). MENDE und Mitarbeiter (1997)
z.B. beschreiben die Abgabe von Gibberellinen durch das Reispathogen Gibberella fujikoroi,
was zu einer starken Verldngerung der Internodien und letztlich zum Abknicken des Sprosses
fiihrt. Fiir Gerste konnte in GefdBBversuchen gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Pi zu
einer Erhohung der Biomasse und zur Steigerung des Kornertrags flihrt. Zudem konnte auch
eine induzierte Resistenz gegeniiber dem biotrophen Blattpathogen Blumeria graminis f.sp.
hordei (Echter Gerstenmehltaupilz) beobachtet werden (WALLER et al. 2005).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des nekrotrophen Pathogens Fusarium graminearum (Fg)
und des Wurzelendophyten Pi auf Gerste sowie ihr Resistenzverhalten gegeniiber Fg in
Anwesenheit von Pi untersucht. Dadurch lag der Focus dieses Experiments insbesondere auf
der Fragestellung, ob der Wurzelendophyt Pi moglicherweise eine protektive Wirkung
gegeniiber dem nekrotrophen Pathogen Fg besitzt. Unter Laborbedingungen konnte dies
bereits in Gerstenwurzeln gegeniiber Fc beobachtet werden (S. DESHMUKH, pers. Mitteilung).
Die Parameter zur Charakterisierung der jeweiligen Interaktionen waren dabei SproBlinge,
Entwicklung, Chlorophyllgehalt und Ertrag der Gerstenpflanzen. Um mdglichst reale
Bedingungen zu imitieren, wurde dieses Experiment in einem GefdBBversuch unter
Freilandbedingungen mit den drei Sommergerstenkultivaren Annabell, Ingrid und Maresi
durchgefiihrt (s. Kap. 3.5). Die erfolgreiche Besiedelung der Pflanzen durch Pi wurde
mikroskopisch tberpriift. Die erfolgreiche Inokulation mit Fg wurde mittels PCR mit Fg-
spezifischen Primern bestétigt. Ein zweites biologisches Experiment wurde nur beziiglich
Wuchshéhe und Entwicklung ausgewertet (s. Anhang, Abb. 1 und 2). Der Grund dafiir war,

dass sich die Pflanzen durch die jahreszeitlich gesehen spéte Aussaat (8 /2 Wochen nach dem
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ersten Versuch [05.05.06]) zu schnell entwickelt haben. Dadurch hat zum einen die
Bestockung zu friih eingesetzt, zum anderen wurde die Entwicklung der Ahren nicht
abgeschlossen. Die Ahren waren groBtenteils noch vom Fahnenblatt eingeschlossen, als die

Pflanzen schon abgereift waren.

Beziiglich des Einflusses einer Infektion von Gerstenwurzeln mit Fg auf das Wachstum des
Getreides sind bislang keine Daten verdffentlicht. Bei Setzlingen von Pinus strobus
(Weymouths-Kiefer), die mit verschiedenen Wurzelfaule-verursachenden Fusarium-Arten
befallen waren, konnte allerdings eine signifikante Reduktion der Sprossldnge beobachtet
werden (OCAMB et al. 2002).

In dieser Arbeit war der Einfluss des Pathogens Fg auf die Sprosslange der Gerstenpflanzen
eher gering. Der direkte Vergleich der Fg-inokulierten Pflanzen mit den Kontrollpflanzen
zeigt nur in Ingrid sieben und neun wpi (4-6 Wochen nach Fg-Inokulation) einen durch das
Pathogen bedingten deutlich negativen Effekt.

In Pflanze — Pi — Interaktionen wurden schon von vielen Arbeitsgruppen verbesserte
Wachstumsbedingungen beschrieben (z.B. VARMA et al. 1999, SINGH et al. 2000, PHAM et al.
2004).

Die Betrachtung der Pi-inokulierten Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen ergab,
ebenso wie bei ACHATZ (2006), ein verbessertes Wachstum bei allen drei untersuchten
Gerstenkultivaren. Unterschiede gab es allerdings darin, zu welchem Zeitpunkt diese
Wuchshéhenunterschiede am deutlichsten waren. So waren drei Wochen nach Inokulation mit
Pi die deutlichsten Unterschiede in cv. Maresi zu beobachten, dagegen nur geringe
Unterschiede in cv. Annabell. 7 bzw. 9 wpi verhielt es sich genau umgekehrt, 12 bzw. 14 wpi
waren die Unterschiede wiederum in cv. Maresi deutlich zu sehen und in cv. Annabell nicht
mehr. Interessanterweise war diese Beobachtung in den cv. Annabell und Maresi nahezu
unabhéngig davon, ob die Pflanzen nur mit Pi inokuliert worden waren (Pi-Pflanzen) oder
zusitzlich auch mit Fg (Pi/Fg-Pflanzen). Der direkte Vergleich der Pi-Pflanzen mit den
Pi/Fg-Pflanzen zeigt generell eher geringe Unterschiede (Ausnahme: cv. Annabell, 7 + 9
wpi). In cv. Ingrid war der positive Effekt durch Pi am deutlichsten 12 wpi zu sehen. Bei
gleichzeitiger Inokulation mit Fig war der positive Effekt durch Pi in diesem Kultivar nur 14
wpi vermindert. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Pi wie erwartet
wachstumsfordernde Effekte auf Gerste hatte. Diese wurden bei gleichzeitiger Inokulation mit
dem nekrotrophen Pathogen Fg nur geringfligig negativ beeinflusst. Die Inokulation der

Wurzeln mit Fg alleine hatte nahezu keinen Effekt auf das Lingenwachstum der Gerste. Dies
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wurde durch die biologische Wiederholung weitgehend bestdtigt. Nach Inokulation mit Fg

wurde hier z.T. sogar groere Wuchshdhen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet.

Auch beziiglich des Einflusses auf den Chlorophyligehalt durch eine Fg-Infektion der
Wurzeln ist bisher nichts bekannt. In dem hier durchgefiihrten Versuch war der
Chlorophyllgehalt in allen drei untersuchten Gerstenkultivaren zum fritheren Zeitpunkt
(7 wpi) durch die Fg-Infektion leicht bis deutlich negativ beeinflusst. Zum spiteren Zeitpunkt
(9 wpi) war keine Korrelation mehr zu erkennen. Pi dagegen hatte weder zum frithen noch
zum spidteren Zeitpunkt einen erkennbaren Effekt auf den Chlorophyllgehalt. Dies steht im
Gegensatz zu ACHATZ (2006), da dort jeweils eine leichte Erhdhung des Chlorophyllgehalts
durch Pi-Infektion in cv. Annabell (8, 9, 10, 11 und 12 wpi) beobachtet wurde.

Die Effekte einer Wurzelinfektion mit Fusarium auf die Entwicklung der Ahren und den
Ertrag war zu Beginn dieser Arbeit noch Nichts bekannt. Von Pi weifl man hingegen, dass der
Wurzelendophyt auch zu einer fritheren und schnelleren Entwicklung von Gerstendhren fiihrt
(Achatz 2006).

In dieser Arbeit wurden nach Inokulation mit Fg in cv. Annabell 10 und 11 wpi wenig mehr
bzw. weiter entwickelte Ahren beobachtet, 12 wpi war die Entwicklungsstufe etwa
vergleichbar. In cv. Ingrid und Maresi dagegen zeigte sich eine verzogerte Ahrenentwicklung
nach Inokulation mit Fg. Durch Inokulation mit dem Wurzelendophyten Pi wurde in allen
drei Kultivaren und biologischen Experimenten zu allen Zeitpunkten, wiederum in
Ubereinstimmung mit ACHATZ (2006), eine schnellere Entwicklung der Ahren, d.h. mehr
Ahren sowie weiter entwickelte Ahren beobachtet (Ausnahme: cv. Maresi, 10 wpi). Diese
Beobachtung war in cv. Annabell und Ingrid sowohl im Vergleich Pi — K als auch im
Vergleich K — Pi/Fg zu. Der leicht negative Effekt durch Fg auf die Ahrenentwicklung wurde
also meist durch den positiven Einfluss von Pi ausgeglichen, bzw. der positive Effekt von Pi

auf die Entwicklung wurde nur selten durch Fig vermindert.

Dass die direkte Infektion von Getreidedhren mit Fig zu starken Ertragsverlusten von 30 —
70 % fihrt, ist hinreichend bekannt. Durch Keimlings- und Wurzelfdule wurden
Ertragseinbu3en von 7 — 17 % bzw. 10 — 30 % beschrieben (MIEDANER 1997).

Die Inokulation mit Fg verursachte in dieser Arbeit in allen drei Gerstenkultivaren
Ertragsverluste von knapp 3 % (allerdings nicht signifikant). Diese Ertragsminderungen

gingen meistens auf ein geringeres Tausend-Korngewicht (TKG) und auf eine geringere
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Anzahl von Kérnern pro Ahre zuriick. Die Anzahl der Ahren pro Gefi war hingegen durch
das Pathogen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen sogar erhoht.

Dass die Infestierung von Wurzeln durch Pi zu verstirkter Bliitenbildung fiihrt, ist bekannt.
RAI et al. (2001) z.B. haben dies an den medizinischen Pflanzen Spilanthes calva und
Withania somnifera (Schlaftbeere) beobachtet. BARAZANI et al. (2005) bemerkten an
Wildtabak nicht nur eine vermehrte, sondern auch eine um zwei Tage friithere Bliitenbildung.
Agronomisch betrachtet wire eine frithzeitigere Abreife der Gerste wiinschenswert, weil so
die Zeit, in der ungiinstige Witterungsbedingungen im Feld Schaden anrichten koénnten,
verkiirzt wiirde.

Eine Besiedelung der Gerstenpflanzen mit Pi bewirkte eine Erhohung des Ertrags in allen drei
untersuchten Kultivaren von knapp 1 % (Maresi) bis iiber 5 % (Annabell [signifikant],
Ingrid). Die Ertragssteigerungen bei gleichzeitiger Anwesenheit von Fg und Pi lagen um ca.
2 % geringer. Pi hatte somit einen positiven Einfluss auf den Ertrag in Gerste. Des Weiteren
war Pi in der Lage, die ertragsmindernden Effekte des Pathogens Fg auszugleichen und sogar
trotz Anwesenheit des Pathogens eine signifikante Ertragssteigerung zu bewirken.
Zurlickzufiihren waren diese Ertragssteigerungen in cv. Annabell und cv. Maresi auf ein
erhohtes TKG, eine erhdhte Anzahl Ahren pro GefdB (cv. Annabell und Ingrid) bzw. eine
erhohte Anzahl Kérner pro Ahre (cv. Ingrid). In den Untersuchungen von ACHATZ (2006)
waren die Ertragssteigerungen durch Pi in cv. Annabell und Ingrid dagegen ausschlieflich

durch eine erhdhte Anzahl Ahren pro GefiB bedingt.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Inokulation von Gerstenwurzeln mit dem
nekrotrophen Pathogen Fg kaum einen Effekt auf die Wuchshohe aber deutlich negative
Effekte auf die Ahrenentwicklung und den Ertrag der untersuchten Gerstenkultivare hatte.
Die Besiedelung der Pflanzen mit dem Wurzelendophyten Pi bewirkte einen umgekehrten
Effekt. Sie wirkte sich auf alle untersuchten Parameter der Pflanzenentwicklung, abgesehen
vom Chlorophyllgehalt, positiv aus. Interessant im Sinne des Pflanzenschutzes ist, dass die
negativen Effekte, die durch die Infektion mit Fg verursacht wurden, durch die Pi-
Besiedelung oft nicht nur aufgehoben sondern sogar umgekehrt wurden. Damit zeigt Pi in
Gerste also nicht nur eine protektive Wirkung gegeniiber dem biotrophen Pathogen Blumeria
graminis f.sp. hordei (WALLER et al. 2005), sondern auch gegeniiber den negativen
Einflissen des nekrotrophen Pathogen Fg auf Wachstum, Entwicklung und Ertrag. Dies ist
eine bemerkenswerte Eigenschaft, da Behandlungen oder ziichterische Verdnderungen von
Pflanzen oft nur entweder gegen biotrophe oder nekrotrophe Pathogene wirksam sind. So sind

z.B. Gerstenpflanzen mit dem mlo-Genotyp resistent gegeniiber Blumeria graminis f.sp.
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hordei, aber anfilliger gegeniiber den Zelltod-induzierenden Pathogenen Magnaporthe
oryzae, Fg und gegeniiber Kulturfiltrat von Bipolaris sorokiniana (JANSEN et al. 2005,
JAROSCH et al. 1999, KUMAR et al. 2001).

Die Nutzung von Pi in der Landwirtschaft stellt somit die einzigartige Mdglichkeit dar, einen
Schutz gegeniiber biotrophen wie auch nekrotrophen Pathogenen bei gleichzeitiger

Ertragssteigerung zu erreichen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Getreidepathogene Fusarium culmorum (Fc) und F. graminearum (Fg) sind Generalisten,
die durch partielle oder vollstindige Taubéhrigkeit, Wurzel- und Halmbasisfaule hohe
Ertragsverluste sowie die Kontamination des Getreides mit verschiedenen Mykotoxinen
verursachen.

Zunichst wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression von 1500 verschiedenen Genen der
Gerste als Antwort auf eine Fc-Blattinfektion vergleichend mit je einem Fc-anfélligen bzw.
einem weniger stark Fc-anfilligen Kultivar in macroarray-Analysen untersucht.
Anschliefend wurde die Expression ausgewéhlter Kandidatengene mittels semi-quantitativer
RT-PCR in Blittern und Ahren von Gerste und Weizen iiberpriift. Dabei zeigten drei
Kandidatengene ein Expressionsmuster, das mit Resistenz bzw. Suszeptibilitdt der
untersuchten Getreidekultivare gegeniiber Fc korrelierte. Zwei dieser Gene waren im jeweils
weniger Fc-anfélligen Kultivar stirker induziert: ein RELA-Homolog, das vermutlich in die
Produktion eines schnell aktivierten Transkriptionsfaktors involviert ist, sowie ein putatives
CYANASE-Gen, das vermutlich Fc-forderndem Zelltod entgegenwirkt. Die funktionelle
Analyse bestitigte die Relevanz des RELA-Homologs zur Abwehr von Fc in Arabidopsis. Ein
vSNAREI1 war dagegen im jeweils anfilligeren Kultivar induziert, im jeweils resistenteren
dagegen nicht exprimiert (Gerste) bzw. nicht differentiell exprimiert oder reprimiert
(Weizen).

In weiteren Untersuchungen wurden zum einen Funktionsanalysen im System Arabidopsis —
Fc bzw. F. oxysporum f.sp. matthiolae mit Arabidopsis knock-out Mutanten Zelltod-
fordernder bzw. —inhibierender Gene durchgefiihrt. Dies ergab eine erhohte Resistenz
gegeniiber Fc durch Suppression des Zelltods sowie eine erhohte Suszeptibilitit durch
vermehrten Zelltod in Arabidopsis gegeniiber beiden Pathogenen. Zum anderen wurde die
Beteiligung der Salizylat (SA)-, Jasmonat (JA)- bzw. Ethylen (ET)-abhidngigen
Signaltransduktionswege an der Abwehr von Fusarium untersucht. Die hier erzielten
Ergebnisse belegen, dass der JA-Weg zur Abwehr beider Pathogene am wichtigsten ist. Dies
ist vermutlich einerseits auf die JA-vermittelte Expression von Abwehrgenen zuriickzufiihren
sowie andererseits auf eine mogliche Blockade von ET- bzw. SA-vermitteltem Zelltod. Auch
der SA-Signalweg zeigte einen positiven Effekt auf die Resistenz von Arabidopsis gegentiber
Fc und Fom, was vermutlich durch die SA-vermittelte PR-Genexpression zu erklaren ist. Der
ET-Signalweg hat, wenn iiberhaupt, eher eine antagonistische Wirkung im Pathosystem
Arabidopsis — Fusarium, da er eine schwache Blockade des wichtigen JA-Signalwegs bewirkt
und zudem eventuell zelltodférdernd wirkt.

Daneben wurde der Einfluss einer Wurzelinfektion durch Fg sowie der Besiedelung durch

den Wurzelendophyten Piriformospora indica (Pi) auf Wachstum, Entwicklung,
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Chlorophyllgehalt sowie den Ertrag von Gerste untersucht. Abgesehen vom
Chlorophyllgehalt wurden alle Parameter durch Fg insgesamt negativ, durch Pi positiv
beeinflusst. Bei gleichzeitiger Inokulation mit Fg und Pi wurde der negative Effekt durch Fig
nicht nur aufgehoben, sondern zudem Wachstums- und Ertragssteigerungen sowie eine
schnellere Entwicklung erzielt, die mit denen von Pflanzen, die nur mit Pi inokuliert worden

waren, vergleichbar waren.
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6 SUMMARY

The crop pathogens Fusarium culmorum (Fc) and F. graminearum (Fg) are generalists,
which cause considerable yield losses by partial or complete head blight, root and foot rot as
well as contamination of grain with mycotoxins.

In this work, the expression of 1536 different barley genes 24 hours after Fc-leaf inoculation
was compared in a Fc-susceptible and a less Fc-susceptible cultivar, by using macroarrays.
The expression of selected candidate genes was then verified via semi-quantitative RT-PCR
in leaves and ears of barley and wheat. Three candidate genes showed an expression profile
that correlated with the resistance or susceptibility in the investigated crop cultivars to Fc,
respectively. Two genes showed a stronger induction in the less Fec-susceptible cultivar: a
RELA-homologue that is probably involved in the production of a fast activated transcription
factor, and a putative CYANASE which most likely antagonizes Fc-promoted cell death. The
functional analysis confirmed the relevance of the RELA-homologue in the defense of
Arabidopsis against Fc. On the other hand a vSNARE 1 was induced in the more susceptible
cultivar, but not expressed in the more resistant barley plants and not differentially expressed
or repressed in wheat after Fc-inoculation.

Further investigations were carried out in the interaction of Arabidopsis with Fc and
F. oxysporum f.sp. matthiolae (Fom) respecively, using Arabidopsis knock-out mutants
defective in cell death promoting or inhibiting genes. These experiments revealed that
suppression of cell death enhances resistance to Fusarium while vice versa susceptibility to
both pathogens investigated is increased by accelerated cell death in Arabidopsis. Moreover
the participation of salicylate (SA), jasmonate (JA) and ethylen (ET) depending signal
transduction pathways in the defense against Fc and Fom in Arabidopsis was analysed. The
results of this study supported the importance of the JA-pathway in the defense against both
pathogens. This is probably due to the JA-mediated expression of defense genes and to the
blockade of ET- or SA-mediated cell death. In addition the SA-signalling pathway showed a
positive effect on the resistance of Arabiodpsis against F'c and Fom which can be explained
by SA-mediated PR-gene expression. The ET-signalling pathway was, if at all, antagonistic
within the pathosystem Arabidopsis — Fusarium maybe because of the weak block of the
important JA-pathway and the postulated cell death promoting role of ET.

In additional experiments the influence of root infection by Fg and colonization by the root
endophyte Piriformospora indica (Pi) on growth, development, chlorophyll content and yield

of barley was investigated. Besides the chlorophyll content all other parameters were
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negativey influenced by Fg, Pi had the opposite effect. Concomitant inoculation with Fg and
Pi abolished the negative effect of Fig and resulted in enhancement of growth and yield as

well as faster development comparable to the effect achieved by exclusive Pi-infection.
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Tab. Al: Liste der verwendeten Primer

Aufgelistet sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer, deren Sequenz und annealing-Temperatur
sowie die Organismen, fiir deren Material sie eingesetzt werden kdnnen. Die Nummern hinter den
Primernamen geben die Stock-Nr. an (sofern vorhanden).

Gen Primer Organism 5" -3’ Sequenz T [°C]
UBIQUITIN HvUbi60deg_for Hv, Ta ACC CTC GCC GAC TAC AAC AT 60
HvUbi60deg_rev Hv, Ta CAG TAG TGG CGG TCG AAG TG 60
PRI-Vorstufe | Ta_GBN004 L23for Hv, Ta CAG AGC TAC GCC AAC CAG AG 56
Ta_GBN004 L23rev Hv, Ta GGC TCG TAG TTG CAG GTG AT 56
OPT6 P1006 Hv, Ta TCA TCG GCC TTC TCG CAG AT 64
P1006 Hv, Ta TTG AGG TCG TCG GAG ATC CA 64
ARP 003_E06_5 [77] Hv, Ta GCA ACC ACC GCT AAA GAA GA 57,52
003_E06_3’ [78] Hyv, Ta CCA CCC ACA CGA GAG AAT TT 57,52
GRP 001-J10_5" [58] Hv, Ta GGT GCA AGA TGT CAC AAT GG 57
001-J10_3’[59] Hv GGC ACA CAG ATC TTC TCA TGT T 58
Ta_glyri3’ [105] Ta TCA AAG CCC ACT TAC AAT TT 51
CLATHRIN 004_A01_5" [73] Hv, Ta ACA CCA ATG AAG CTG TGA GG 57
004_A01_3’ [74] Hv TGC AAA ACG GTA TTT TTC CTT C 55
Ta_clath3’ [103] Ta TGG CAC AAA AGG AAA TAA AA 50
RelA 001_D10_5 [56] Hv AGT TGC GAT TTC CTC CAC AC 57
001_D10 3’ [57] Hv, Ta ACA CGT GCA GTT GGT ACC TG 59
Ta_RelA5’ [104] Ta AAC CTC CAC CCT GAC ATC TG 59
VvSNARE11 003_B03_5’ [64] Hv, Ta TGT GAG ATC AAG AGG GTC TCG 59
003_B03_3’ [65] Hv GAA TGG CTC AGG GGA AGA AG 59
Ta_snare3’ [101] Ta GGC AAG TGT CGC TAT ACA TC 57
DIM] 003_B08_5" [66] Hv, Ta TGG CAA TGA AAG ACA AGC AA 53
003_B08_3’ [66A] Hv GGT CTG TTT TCC CAG TCA TAC C 56
Ta_Dim3’ [102] Ta TCC TGT TTC AAA GGG TTA CA 53
mr-TF 003_017_5" Hv, Ta GAG CAA CCA GAG TGT CAT GG 56
003_017_3" Hv, Ta CGA TCC TGA CAG CTT GRA CC 56
ANKYRIN 001_G02_5° Hv, Ta ATC ATC ACC CCT GAC AGC TC 56
001_G02_3’ Hv, Ta GGA GCA GGA CGT GTT CCT AT 56
SAP 004_A07_5" Hv, Ta GAT GGG CGC ATT ACA GAG AT 57
004_A07_3’ Hv, Ta TTA TGC TGC GAC GGA ACA C 56
JIP 004 _B03_5’ [75] Hv CCC GTG GAG TTT CAC CAG TA 59
004_B03_3’ [76] Hv CCC GAT CTT AGG ARA TGC AC 57
Ta_jasmon_5° [206] Ta CAC AGC AAA GCA AGG CAT AA 56
Ta_jasmon_3’ [205] Ta AGG TTG TCG ACG AAG GTT TG 56
CRT3 5’-Calret 1 [50] Hv GCT GTG GGT TGC AAA TAA GG 57
3’-Calret 1 [51] Hv AGC ACA TCG CTG ACC ATG TA 57
Ta_CRT_5" [204] Ta GAA GGA TAC CGA ATC CAG CA 56
Ta CRT 3’ [203] Ta GTT TCA TCG GCA ACC TGT TT 56
MAPK2 003_D20_5° Hv, Ta CAT GTG ACC AAC ATC TTG CAG 57
003_D20_3’ Hv, Ta TGA ATT CGC TTC AAC AGT TCT TT 57
put. Hv_GBNO003M19for Hv, Ta ATG CTG TTC CAG GTC CAA AG 56
CYANASE Hv_GBNO003M19rev Hv, Ta AAA GCC GCC AAT ATG ATG TC 56
T-DNA Insert | Lbal 5’ [111] At TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G 57
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T-DNA Insert | LBbl_Ib_nest [112] At GCG TGG ACC GCT TGC TGC AAC T 57
RelA RelA_LP [133] At CAG CAA CTC CTG ATC CAA AAG 57
RelA_RP [134] At ACC AGA GAG TTT CAA TGG TGG 57
vSNAREI1 v-SNAREI11 LP [137] At TTG TCT GAA ATA AAA TCC GGG 57
v-SNARE11_RP [138] At TAC GTG ACA CTT AGG CCG AAG 57
vSNARE13 v-SNAREI13 LP [135] At AAA TGG GCA TTT GGT CTA GTG 57
v-SNAREI11_RP [136] At TGG AAT ATG GAA GTT TCA CCG 57
MAPK MAPKI1_LP [131] At AGA TGG TGA ATT GGT GAT GC 57
MAPKI1_RP [132] At GAT CAA CCA CAC ACC TGG AAC 57
CLATHRIN Clathrin_LP [139] At ACC AAA GTC CAT CAT CTC GTC 57
Clathrin_RP [140] At TTT CGC AGA ATA ATG CAA AGC 57
20G 20G_LP [145] At CAT CCC AAA GTC GAT GAT CAC 57
20G_RP [146] At GTT CTG GCC TGA TAT CTG CAG 57
DAD?2 DAD2_LP [129] At AMA AGT AGC AGC AGC AGC AAC 57
DAD2_RP [130] At TTC TCT CGT GTA TCG GGA CAG 57
BII BI-1_LP [189] At GCG ATA GCG TTT GTIC TGT TTC 57
BI-1_RP [190] At CGT TTG ACA AAA GGC TAA ACG 57
GLP24 GLP2A_LP [165] At AAC GAG GAG CTT TTC CAA CTG 57
GLP2A_RP [166] At TTT GCC ATA ATT GCT TTG GTC 57
GLP4 GLP4_LP [155] At TGC TTG CTT CTT ACG ACA AAA TC 57
GLP4_RP [156] At TTT AAA TCA ATT TCA GTG GCT ACC 57
GLP7 GLP7_LP [167] At TTG CAG AAA AAC TCA ATT CGG 57
GLP7 RP [168] At AAA CAT TGT GTT GCT TCT TCT G 57
GLP6 GLP6_LP [178] At TCT GTA AGG ATC CCA AGC AAG 57
GLP6 RP [177] At TTT AGT GTT GAA ACC AAC GTC AG 57
GLPS GLP8 LP [157] At GCA GCT TTG GTG TTT TGA AAC 57
GLP8_RP [158] At GCA AAT GGT TAT CTC CAA TCA TC 57
GLPIO GLP10_LP [175] At CGA CGC GAT TTT TAG ACT TTC 57
GLP10_RP [176] At TTC GGT TAA ACC AAG AAT TCT AGC 57
PDR5-LIKE PDRS-like LP [169] At AAG CAT CCA CTT CTG TGT CAG 57
PDRS5-like_RP [170] At TCT CTA GGA CAA AGC TTT TCC C 57
PPI putperl LP [171] At GTT TCA TGC GCT GAT CTT CTC 57
putperl RP [172] At AGA AAT AAA TAA GGG AAA GAA TAA CAT C 57
PP2 putper2_LP [173] At TAC TCA GGC ACA TGC CCT AAC 57
putper2 LP [174] At AAT GTT ATC GAA CGC ATC AGG 57
PERI PERI_LP [163] At GAG CGA GAA AGG AAA CGA GAG 57
PER1_RP [164] At ACC TTG CTT CCG TGC TAT ATC 57
CHIBI CHIB1_LP [179] At TTT GGC TAG CCA AAA TGG TAC 57
CHIB1_RP [180] At AGC TCC TCA ATG TCC ATT TCC 57
ABCtfp ABC-tfp_LP [159] At TAA TCA AGG AGC TAA GCC AGC 57
ABC-tfp_RP [160] At ATA TCA CCG AAC TGT GAT GCG 57
MDR MDR _LP [183] At TCC ATT ATT GCG AAA ATC GAG 57
MDR_RP [184] At AAT GGC GTT ATC CTT CCA ATC 57
EDRI edrl LP [121] At AAA ACT CCT TGG TTC TTT GGC 57
edrl_RP [122] At CTC GAT AAC CTC TGG GCT ACC 57
JIN1 jinl_LP [123] At GCA ACC GTC GTA TGA TTT CTC 57
jinl_RP [124] At CTG CTA CTT CTT TCA CGA CGG 57
corl coil _RP [125] At TTT TAA TCA CAT ATA AAG CAA CCA AAG 57
coil LP [126] At TCA AAG TCT CAA GAT CAT CTG CTC 57
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AIM1 aiml_LP [143] At GCT GCA GAG TGA ATC GAA ATC 57
aiml RP [144] At AGC AAG AAT GCA CAT ACA GCC 57
Fg-Nachweis | Fglo6F [185] Fg CTC CGG ATA TGT TGC GTC AA 57
Fgl6R [186] Fg GGT AGG TAT CCG ACA TGG CAA 59

Tab. A2: Expressionsdaten der macroarray-Analysen

Hervorgehoben sind die mehr als 2,5-fachen Induktionen (1, hellgrau hinterlegt) bzw. Repressionen
(|, dunkelgrau hinterlegt) der der mittels cDNA-macroarray-Analysen als differentiell identifizierten
Klone in den drei durchgefiihrten Versuchen (2 biologische Wiederholungen mit cv. Nikel, 1
biologische Wiederholung mit cv. Maresi).

Expressionsdaten macroarray - Nikel (Versuch 1)

Vergleich 1 Vergleich 2 Vergleich 3 Vergleich 4
GenNr. T Il T ) 1 ) 1 )

GNBOO1AO! 3,12 0,32 000 Dm2soeenm 103 0,97 0,01

GBN001D10 0,38 0,85 1,18 0,52 1,92 0,61 1,63
GBN001D12 0,24 0,59 1,71 03 SN o4 2,42
GBNOOIE16 0,14 0,48 2,00 0,44 2,30 0,15

GBN001G02 0,35 1,07 0,94 0,41 2,47 0,92 1,08
GBNO01HO6 0,04 0,97 1,03 0,06 0,67 1,50
GBNOO01K24 0,09 0,67 1,49 0,15 0,42 2,38
GBN002A01 0,03 003 [IIESEE 003 0,03

GBN002A02 1,53 0,66 0,35 2,89 0,75 0,71 1,41
GBN002C04 0,10 0,61 1,64 0,10 0,63 1,60
GBNO02E18 0,19 0.85 1,18 0,35 0,46 2,15
GBN002G15 0,14 1,17 0,86 0,23 0,71 142
GBNO02H15 0,03 2,48 0,40 0,07 0,90 111
GBNO02H17 0,28 0,94 1,07 0,39 0,67 1,50
GBNOO2H21 0,11 1,10 091 0,23 0,51 1,95
GBN002H23 0,26 0,52 1,91 0,33 0,42 2,38
GBN002J19 0,09 1,08 0,93 0,22 0,46 2,20
GBN002K07 0,37 1,48 0,68 0,91 1,09 0,60 1,68
GBN002P07 0,68 1,48 3,98 0,25 221 0,45 1,22 0,82
GBN002P15 031 3,83 026 1,33 0,90 1,11
GBNO003DI8 0,32 0,59 1,68 0,39 0,48 2,07
GBN003D20 0,02 0,70 1,44 0,07 0,19

GBNO03E06 2,06 0,49 33,17 0,03 0,85 1,17 80,12 0,01
GBNO03E22 0,27 0,76 131 0,21 0,95 1,05
GBNO03F19 0,08 0,41 2,42 0,16 0,20

GBN003H07 0,09 5,23 0,19 0,26 1,80 0,56
GBN003110 0,86 1,17 3,24 031 1,02 0,98 2,72 037
GBN003J09 0,47 2,11 337 0,30 0,69 1,44 2,30 0,43
GBN003J10 0,73 136 3,14 0,32 1,04 0,96 2,23 0,45
GBNO03K10 0,22 5,26 0,19 0,65 1,78 0,56
GBNO03K 14 0,24 1,20 0,84 0,30 0,93 1,08
GBNOO3NI11 1,09 0,40 L1 0,90 0,39

GBNOO3N12 031 6,77 0,15 0,99 2,00 0,48
GBN003015 0,17 1,57 0,64 0,30 0,90 1,12
GBN003020 0,03 438 0,23 0,07 1,79 0,56
GBN003P02 0,14 3,60 0,28 0,25 2,01 0,50
GBN004A02 233 0,43 0,41 243 1,10 0,87 1,15
GBN004A03 0,91 1,09 0,00 0,01 0,27

GBN004A07 0,36 0,28 0,35 0,29

GBN004B03 0,08 0,06 0,12 0,04

GBN004C05 0,38 0,76 131 0,42 235 0,68 1,47
GBN004G16 0,16 324 031 0,60 0,89

GBNO04I17 0,05 0,46 0,15 0,15

GBN004118 0,02 0,33 0,06 0,11

GBN004M16 0,76 1,32 3,03 1,17 0,85 1,97
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Expressionsdaten macroarray - Nikel (Versuch 2)

Vergleich 1 Vergleich 2 Vergleich 3 Vergleich 4

Gen-Nr. 1 | 1 . 1 . 1 |
GBN001C09 001 s 097 1.03 .00 1.00 0,01 74,08
GBN00ICI3 35,91 0,03 0,97 1,03 35,03 0,03 0,99 1,01
GBN001D12 0,67 1,48 5,99 0,17 0,87 1,15 464 0,22
GBNOOIE16 013 [ESO 826 0,12 03 [IES 260 037
GBNO01F24 37,36 0,03 1,46 0,68 36,43 0,03 1,50 0,67
GBN001G02 0,22 1,62 0,62 0,29 1,23 0,81
GBN001G10 0,01 1,68 0,60 0,01 1,66 0,60
GBNOO1117 0,55 1,82 31,04 0,03 2,53 0,40 6,73 0,15
GBN001J10 1,68 0,60 7,17 0,14 1,65 0,61 7,28 0,14
GBN001J24 10,56 0,09 9357,84 0,00 14,46 0,07 6834,77 0,00
GBN001K24 5,13 0,19 7062,68 0,00 12,97 0,08 2793,71 0,00
GBN001L08 44,35 0,02 1,25 0,80 44,35 0,02 1,25 0,80
GBN001002 004 B o> 1,93 00 [0EIE o2 [ESSEN
GBN002A01 42,60 0,02 454555 0,00 4921 0,02 3934,02 0,00
GBN002A02 5,01 0,20 14,06 0,07 6,80 0,15 10,37 0,10
GBN002A18 1,05 0,95 902,64 0,00 1,03 0,97 925,16 0,00
GBN002B02 0,54 1.87 7,52 0,13 1,47 0,68 2,74 0,37
GBNO02BI8 1,05 0,95 476,43 0,00 1,03 0,97 488,32 0,00
GBN002C04 035 [ .08 0,92 025 BG4 0,67
GBN002D18 7,84 0,13 95,82 0,01 12,75 0,08 58,96 0,02
GBNOO2E18 0,66 1,51 4,08 0,25 1,57 0,64 1,71 0,58
GBN002G15 0,87 1,15 47,02 0,02 2,00 0,50 20,54 0,05
GBNO02H15 0,59 1,71 3,69 027 03 [INET 59 0,17
GBN002H21 597 0,17 56,06 0,02 4,09 0,24 81,71 0,01
GBN002114 1,20 0,83 3,07 0,33 1,25 0,80 2,95 034
GBN002J19 2,62 0,38 13,20 0,08 1,52 0,66 2,73 0,04
GBNO002K07 004 [N 324 031 0,14 7,05 0,97 1,03
GBNOO2LI1 2,77 0,36 7,57 0,13 2,22 0,45 9,44 0,11
GBN002P07 00 [OGN o0s3 1,14 0,30 028  [IEEIN
GBN002P15 0,67 148 0,71 141 0,17 2,79 0,36
GBN003A21 0.45 2,22 743,34 0,00 0,96 1,04 350,55 0,00
GBN003B02 2,13 0,47 479 0,21 125 0,80 8,20 0,12
GBN003B04 1,30 0,77 4,76 0,21 1,53 0,65 4,03 0,25
GBN003B06 7,56 0,13 58,72 0,02 6,29 0,16 70,56 0,01
GBN003B12 6,23 0,16 9,11 0,11 3,69 0,27 15,40 0,06
GBN003C07 3,63 0,28 88,54 0,01 3,09 032 104,06 0,01
GBN003D17 1,27 0,79 4,45 0,22 1,07 0,94 5,30 0,19
GBN003D20 1,16 0,86 4,45 0,22 1,63 0,61 3,17 0,32
GBNOO3E06 5,28 0,19 240,25 0,00 3,71 0,27 341,79 0,00
GBNO03E22 341 0,29 421323 0,00 1,64 0,61 8746,67 0,00
GBNOO3F19 2,42 0,41 21,99 0,05 1,77 0,56 29,99 0,03
GBNO03HO7 0,03 1,21 0,83 003 [N .01 0,99
GBN003110 1,19 0,34 3,44 0,29 0,80 125 5,16 0,19
GBN003J09 0,88 1,13 3,83 0,26 0,30 11,10 0,09
GBN003J10 0,49 2,04 2,25 0,45 0,05 23,17 0,04
GBN003J11 0,55 1,80 3,06 0,33 0,42 2,40 4,07 0,25
GBN003K05 0,78 1,28 7793,60 0,00 0,86 1,17 7085,09 0,00
GBNO03K10 037 EEI 1.8 0,85 022 [ 196 0,51
GBN003K 14 0,74 136 8,39 0,12 0,56 1,79 11,04 0,09
GBNOO3N12 5,38 0,19 1461,54 0,00 1,22 0,82 641,55 0,00
GBN003015 0,94 1,06 4,14 0,24 0,97 1,03 4,01 0,25
GBN003020 2,62 0,38 12,41 0,08 0,64 1,56 50,85 0,02
GBN004A01 51,79 0,02 1,29 0,77 1,60 0,62 41,83 0,02
GBNO04A02 1,96 0,51 3,35 0,30 027 BRI 2447 0,04
GBN004A03 2,72 0,37 0,92 1,08 0,87 1,16 2,90 035
GBN004A07 0,47 2,13 0,30 0,42 2,36 0,34
GBN004B03 0,20 0,23 017 |GG 027 3,65
GBN004B19 1,08 0,93 2503,85 0,00 1,05 0,95 2566,32 0,00
GBN004C05 006 RO o045 2,24 028 [ESE  0.00
GBN004G16 1,62 0,62 193,52 0,01 1,64 0,61 191,52 0,01
GBN004I14 1,63 0,61 535 0,19 1,50 0,67 5,82 0,17
GBN004118 0,12 15,79 0,06 027 [IEEI 736 0,14
GBN004M07 121 0,82 4,10 0,24 1,62 0,62 3,08 0,32
GBNO04M16 0,87 1,15 5,14 0,19 0,40 2,47 11,09 0,09
GBN004M18 4,01 0,25 4,89 0,20 2,8 0,44 8,61 0,12
GBN004N06 399,60 0,00 0,90 L1 399,60 0,00 0,90 L1
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Expressionsdaten macroarray - Maresi

Vergleich 1 Vergleich 2 Vergleich 3 Vergleich 4
Gen-Nr. 1 | 1 | 1 | 1 |

GBN001A23 1,59 0,63 3,87 0,26 1,07 0,93 5,77 0,17
GBN001D12 6,59 0,15 7,28 0,14 14,74 0,07 3,25 031
GBN001D13 2,60 0,39 3,81 0,26 4,45 0,22 2,22 0,45
GBNOOIE18 7,75 0,13 3,39 0,30 4,40 023 5,96 0,17
GBNOOIF16 7,43 0,13 4,41 0,23 6,76 0,15 4,85 0,21
GBN001G02 23,81 0,04 439 023 54,07 0,02 1,93 0,52
GBNO01H06 7,13 0,14 1,76 0,57 34,73 0,03 0,36

GBNOOIN10 3,39 0,29 426 023 5,72 0,17 2,53 0,40
GBNOOIN18 1,62 0,62 5,16 0,19 1,70 0,59 4,93 0,20
GBN001020 1,57 0,64 3,67 027 0,96 1,04 5,96 0,17
GBN002A02 2,61 038 1,85 0,54 13,47 0,07 0,36

GBN002B01 2,55 0,39 1,90 0,53 11,72 0,09 0,41 2,42
GBN002B02 1,85 0,54 2,12 0,47 12,90 0,08 031 BN
GBN002B05 4,14 0,24 8,05 0,12 19,93 0,05 1,67 0,60
GBN002C04 2,15 0,46 3,81 0,26 1133 0,09 0,73 1,38
GBN002D18 11,10 0,09 28,61 0,03 8,81 0,11 36,07 0,03
GBNO002E0I 51,75 0,02 19,05 0,05 57,58 0,02 17,12 0,06
GBNO002E02 2,09 0,48 2,28 0,44 5,41 0,18 0,88 1,13
GBN002E09 2,49 0,40 5,18 0,19 7,56 0,13 1,70 0,59
GBNO02E18 364,92 0,00 443,27 0,00 322,43 0,00 501,68 0,00
GBNO02E21 337 0,30 1,51 0,66 1,36 0,74 3,74 027
GBNO002E22 3,08 032 5,01 0,20 1,83 0,55 8,45 0,12
GBNOO2F17 11,20 0,09 1237 0,08 8,11 0,12 17,08 0,06
GBN002G15 4,36 023 4,61 0,22 4,44 023 4,53 0,22
GBN002G23 7,10 0,14 7,92 0,13 1,91 0,52 29.45 0,03
GBNOO2H15 5,69 0,18 18,71 0,05 6,20 0,16 17,17 0,06
GBNO02H17 2,42 0,41 3,13 032 2,00 0,50 3,79 0,26
GBN002H20 3,44 0,29 6,90 0,14 231 0,43 10,29 0,10
GBN002H21 1,77 0,56 4,16 0,24 0,96 1,04 7,71 0,13
GBN002H23 2,77 0,36 4,88 0,20 1,20 0,83 11,26 0,09
GBN002J19 5,74 0,17 20,11 0,05 3,36 0,30 34,31 0,03
GBN002L07 2,58 039 3,36 0,30 3,82 0,26 2,28 0,44
GBNO02L11 1,86 0,54 2,81 0,36 2,41 0,42 2,17 0,46
GBN002018 2,72 037 12,78 0,08 3,38 0,30 10,27 0,10
GBN002P07 1,24 0,81 5,72 0,17 3,16 032 2,23 0,45
GBN003A02 2,90 0,34 3,06 033 8,49 0,12 1,05 0,96
GBN003B03 1,55 0,64 3,03 033 5,60 0,18 0,84 1,19
GBN003B04 1,24 0,80 3,05 033 7,73 0,13 0,49 2,03
GBN003B06 022 [EEN 074 1,34 1,38 0,73 o2 [NEEN
GBN003B08 1,57 0,64 3,80 0,26 4,63 0,22 1,29 0,78
GBN003C01 2,36 0,42 5,55 0,18 6,75 0,15 1,94 0,52
GBN003C06 2,34 0,43 4,66 0,21 5,79 0,17 1,88 0,53
GBN003D17 54,06 0,02 51,93 0,02 36,16 0,03 77,63 0,01
GBN003D18 2,02 0,50 3,84 0,26 1,95 0,51 3,99 0,25
GBN003D20 4,12 0,24 13,26 0,08 1,87 0,54 29,24 0,03
GBNO003E22 10,08 0,10 21,45 0,05 423 0,24 51,15 0,02
GBNOO3F19 2,28 0,44 1,76 0,57 1,23 0,81 3,26 031
GBNO03H07 6,97 0,14 9,30 0,11 20,16 0,05 3,22 031
GBN003110 4,45 0,22 5,29 0,19 5,88 0,17 4,00 0,25
GBN003J07 3,35 0,30 3,49 0,29 5,16 0,19 227 0,44
GBN003J09 2,07 0,48 2,10 0,48 2,65 038 1,64 0,61
GBN003J10 21,68 0,05 19,03 0,05 29,53 0,03 13,97 0,07
GBN003K10 3,67 027 1,89 0,53 3,45 0,29 2,01 0,50
GBNO03K 14 14,41 0,07 44,54 0,02 16,15 0,06 39,73 0,03
GBN003L06 1,48 0,68 000 [FEFEEOM o000 |[SEETGOM 0.2 1,38
GBN003MO2 511 0,20 2,11 0,47 12,76 0,08 0,85 1,18
GBN003MO6 2,49 0,40 2,08 0,48 4,04 0,25 1,29 0,78
GBN003017 391 0,26 4,86 0,21 391 0,26 4385 0,21
GBN003020 1,50 0,67 2,54 0,39 0,78 1,28 4,88 0,20
GBN003P02 7,39 0,14 4,62 0,22 29,94 0,03 1,14 0,88
GBN004A02 6,64 0,15 2,03 0,49 26,98 0,04 0,50 2,00
GBN004A07 2,46 0,41 332 0,30 17,92 0,06 0,46 2,19
GBN004B03 473 021 14,66 0,07 291,47 0,00 024+ [EEN
GBN004C18 1,95 0,51 2,64 038 1,68 0,59 3,06 033
GBNO04E18 5,53 0,18 9,32 0,11 5,57 0,18 9,25 0,11
GBN004GO1 539 0,19 4,57 0,22 16,01 0,06 1,54 0,65
GBN004G16 18,68 0,05 25,16 0,04 16,19 0,06 29,03 0,03
GBN004102 6,88 0,15 321 031 13,74 0,07 1,61 0,62
GBN004106 4,12 0,24 2,81 0,36 5,52 0,18 2,10 0,48
GBN004117 3,16 032 6,92 0,14 2,51 0,40 8,71 0,11
GBN004118 9,82 0,10 125,36 0,01 3,62 0,28 340,51 0,00
GBNO004K02 6,70 0,15 4,50 0,22 30,11 0,03 1,00 1,00
GBN004M15 1,65 0,61 2,99 033 2,39 0,42 2,06 0,49
GBN004M16 2,26 0,44 20,41 0,05 3,24 031 14,25 0,07
GBN004M19 1,63 0,61 6,14 0,16 1,31 0,76 7,65 0,13
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ERTRAGSVERSUCH - 11
Wuchshohe

Abb. Al:

Wuchshohe [mm] Wuchshohe [mm]
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Wuchshohen der verschiedenen Kultivare in Abhiingigkeit der Infektion mit
P. indica und/oder F. graminearum.
Die Wuchshohe der Pflanzen wurde zu vier verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Zu den
Zeitpunkten 6 und 8 Wochen nach Inokulation (wpi) wurde bis zum Fahnenblatt
gemessen, zu den Zeitpunkten 10 bis zur Grannenspitze. Dargestellt sind die Mittelwerte
von jeweils 36 Pflanzen. In dieser Abb. sind pro Kultivar drei Vergleiche dargestellt: In
der ersten Spalte werden Kontrollpflanzen mit Fg-infizierten Pflanzen verglichen (K — F),
Spalte zwei zeigt den Vergleich der Kontrollpflanzen mit P. indica (K — P) und die dritte
Spalte zeigt den Vergleich P — P/F'. Signifikante Unterschiede im jeweiligen Vergleich zu
den einzelnen Zeitpunkten sind durch * angezeigt (ungepaarter Student’s t-Test,
*=P<0,05, **=P<0,01, ***=P<0,001).
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Entwicklung
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Abb. A2: Einfluss von P. indica und F. graminearum auf die Entwicklung in Gerste.

Dargestellt sind die Entwicklungsstufen der Ahren in den drei untersuchten Kultivaren zu
den Zeitpunkten 7, 8 und 9 Wochen nach Inokulation (wpi) mit P. indica. Darunter ist die
Anzahl der Sprosse pro Gefal 11 wpi abgebildet. Angegeben sind die Mittelwerte aus
sechs Wiederholungen. 7 — 9 wpi sind folgende Klassen der Ahrenentwicklung
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dargestellt: Klasse 1: nur Grannen erkennbar ( ), Klasse 2: Grannen und
teilweise Korn sichtbar (dunkelgrau) und Klasse 3: vollstindig entwickelte Ahre
sichtbar (schwarz). Desweiteren sind ist die Anzahl der Sprosse/Gefal 16 wai
dargestellt. Signifikante Unterschiede bei den einzelnen Zeitpunkten sind durch *
angezeigt (ungepaarter Student’s T-Test, *=P<0,05, **= P<0,01, ***= P<0,001). Schwarz
abgebildete Signifikanzen beziehen sich auf P. indica-bedingte Unterschiede (K — P bzw.
F — P/F), rot abgebildete Sigifikanten beziehen sich auf Fg-bedingte Unterschiede (K — F
bzw. P — P/F).

124



DANKSAGUNGEN

Zunichst danke ich Herrn Prof. Dr. K.-H. Kogel fiir die Bereitstellung des Themas sowie die
langjdhrige freundliche Aufnahme am Institut.
Ebenso bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. H. Felle fiir die Ubernahme des Referats und

seine unkomplizierte Hilfsbereitschaft.

Ein besonderer Dank geht an Frau Dr. Carin Jansen fiir ihre fachkundige und geduldige

Betreuung insbesondere in ,Ausnahmesituationen’ meinerseits.

Beziiglich des Ertragsversuchs in Rauischholzhausen danke ich Beate fiir die unterhaltsamen
Ausfliige und Gespriche sowie flir die professionelle Einfiihrung in die Geheimnisse von
Excel. Bei Markus Kolmer und Mitarbeitern bedanke ich mich fiir die Betreuung der Pflanzen
vor Ort, bei Herrn Prof. Dr. Dr. W. Friedt fiir die Moglichkeit, diese Versuche auf dem
Versuchsgut durchfiihren zu konnen, und bei Dr. Jorn Pons-Kiihnemann fiir seine Hilfe bei

der Varianzanalyse.

Ein ganz lieber Dank geht an Martina, Gregor, Rebekka, Daggi, Holger, Petra, Bettina,
Patrick, Elke, Sachin, Ruth, Frank und Ralph, die mir in verschiedenen Situationen tatkrifig
zur Seite standen.

Ebenso bedanke ich mich bei meinen Biiromitbewohnern Ingo, Alex und Steffie fiir ihren
seelisch-moralischen Beistand vor allem wihrend der letzten Wochen. Gleichermal3en ist das
entspannende Wirken von Jutta hervorzuheben.

Fiir ein angenchmes Miteinander mochte ich mich weiterhin bei Christina, Jorg, Conny,

Sebastian, Meike und allen weiteren Mitarbeitern des Instituts bedanken.

Ganz herzlich danke ich meinen Eltern fiir ihre Unterstiitzung, indem sie mir stets sowohl eine
offene Tiir bieten, sobald ich einen Tapetenwechsel brauche, als auch vier offene Ohren, so

dass ich mir alles von der Seele reden kann.

SchlieBlich mdchte ich mich bei meinen langjdhrigen Freunden auBlerhalb des Instituts
bedanken, mit denen ich viele frohliche Stunden verbracht habe und auf die auch sonst immer

Verlass ist.

Frank G.: Du holst dir meinen Dank bitte zu Hause ab! ;)
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