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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Versorgung einer sich rasch vergroRernden \Wetdtlkerung mit ausreichend
Nahrungsmitteln als auch rein 6konomische Interessachen es notwendig, dass die
Produktivitat in der Landwirtschaft nicht durch aége abiotische (z. B. Trockenheit,
Salzstress) oder biotische Faktoren (Insekten,nBélakrankheiten) in Mitleidenschaft
gezogen wird. Vor allem die Ausbreitung phytopatrgy Organismen in Kulturpflanzen,
u. a. bedingt durch die Entwicklung neuer ResistanZann zu erheblichen agrono-
mischen Schaden durch einen Ausfall der gesamtiemZef oder aber zu einer vermin-
derten Menge bzw. Qualitat des Erntegutes fuhrém.LBsungsansatz zum Schutz von
Pflanzen gegen abiotischen als auch biotischerssSStet die Besiedlung mit sich positiv
fur die Pflanze auswirkenden Mikroorganismen odizeR, wie z. B. dem im Rahmen
dieser Arbeit im Fokus stehenden EndophyReriformospora indica Die Analyse der-
artiger natdrlicher Symbiosen und die Aufklarung degrunde liegenden Mechanismen
und Signalwege bietet zudem die Mdglichkeit, neusaézpunkte zur Eindammung von

Pathogenen und fur den nachhaltigen Pflanzensaugzwinnen.

1.1 MUTUALISTISCHE PFLANZE -PILZ BEZIEHUNGEN

Intensive und oftmals lange andauernde Interaktioa&/ischen verschiedenen
Organismenarten werden als Symbiosen (griechigeh:=s ,mit“ und biosis = ,lebend®)
bezeichnet. In seiner breitesten Definition umfadst Begriff sowohl mutualistische
(beiderseitiger Vorteil), kommensale (einseitigeortéil ohne negative Effekt auf den
Interaktionspartner) als auch parasitare (einsgitigorteil, negative Effekte auf den
Interaktionspartner) Wechselwirkungene(lus, 1985; RDMAN et al., 2001). Die strikte
Einordnung eines Mikroorganismus in eine der drategorien ist jedoch oftmals nicht
maoglich, da ein und derselbe Organismus je nach Wid &ul3eren Umstdnden mutual-
istisch bis parasitar sein kanngvaN et al., 2001). Unabhéngig von der Art der Sym-
biose spricht man von einer kompatiblen Interaktiorenn ein Mikroorganismus es
schafft, eine Pflanze erfolgreich zu besiedeln sictl auf ihr zu vermehren. Ist dies nicht
der Fall, wird die Interaktion als inkompatibel bezhnet (8HLOSSER 1997).

Mutualistische Beziehungen zwischen Pflanzen utee®ikonnen sich in verschie-
densten Pflanzenorganen ausbilden. So kénnen 3tdhgel und Frichte von Grasern
durch samenburtige Endophyten besiedelt werdemASOL et al.,, 2004). Eine der am
besten untersuchten und bei bisher 80 % der umteesu Pflanzenarten und 92 % der

Familien anzutreffende mutualistische Interaktiost jedoch die Ausbildung von

1



EINLEITUNG

Mykorrhiza (WANG & Qiu, 2006). Als Mykorrhiza (griech: “Pilzwurzel”) weed Asso-
ziationen zwischen Pflanzen und Pilzen bezeichtiet,das corticale Wurzelgewebe des
Wirts besiedeln. Der Begriff geht auf den BotanikerB. Frank (1885) zurlick, der die
Vergesellschaftung von Bodenpilzen mit verschiedeBaumarten entdeckte. Diese Art
von Symbiose zeichnet sich i. d. R durch einenréktiionalen Austausch von pflanzlichen
Kohlenstoffprodukten gegen Mineralstoffe aus denddBoiiber den Pilz aus @SCHNER
& DELL, 1994). Nicht alle Mykorrhiza sind jedoch rein malistisch (BRUNDRETT, 2004).
Entsprechend des Besiedlungsmusters werden di¢ddtgittypen Ekto-, Endo- und
Ektendomykorrhiza (ByRONEL et al., 1969) unterschieden, die sich jedoch neelier
unterteilen lassen. 4RLEY & SMITH (1983) fuhrten ein Klassifikationssystem ein, vhels
zusatzlich zu den drei Haupttypen noch arbutoideynatropoide und ochidoide
Mykorrhiza unterscheidet.
(1) Bei Ektomykorrhiza umschliel3t ein pseudoparenchymatisches Hyphemhéfine
morphologisch stark veréanderte Kurzwurzel als jRdntel* (Hartig’'sches Netz). In den
Wurzeln dringen die Pilzhyphen interzellular meaistr in das auf3ere Rindengewebe bis
maximal zur Endodermis vor. Sie umhullen die Rirm#ien, deren Zellwande nicht
sekundar verdickt werden. Die auffalligen Struktusend an Kurzwurzeln u. a. bei Nadel-
und Laubb&umen, wie z. B Fichte, Kiefer und Lardmv. Birke, Buche und Eiche
sichtbar (BRUNDRETT, 2004; NULTSCH, 1996).
(2) Endomykorrhiza zeigen sowohl inter- als auch intrazellulares Véaaom und bilden
teilweise verzweigte Arbuskeln oder elliptischeaddnférmige Vesikel in Rindenzellen
aus. Hierbei lassen sich verschiedene Assoziayipest unterscheiden. Nicht septierte
Glomeromycota (SHURLER et al., 2001) bilden die Gruppe der am weitestnreiteten,
Arbuskeln bildenden, obligat biotrophanbuskuldren Mykorrhiza (AM). AM sind bis
heute in weltweit etwa 70-90 % aller PflanzenaitiesrNiske, 2008) und auch in Asso-
ziation mit Horn- und Lebermoosen, Barlap und Fargefunden worden (BSSELL &
BULMAN, 2004). Eine weitere Form der Endomykorrhiza sté# ericoide Mykorrhiza
dar, die in Assoziation vor allem mit Pflanzen @ndnungEricales auftritt (STRAKER,
1996). Ascomyceten umhitillen hier die Wurzeln nrieen lockeren Myzel und wachsen in
einzelne Wurzelrindenzellen ein, wo sie umfangrei&nauel, jedoch keine Arbuskeln
ausbilden. Unter den Begrifbrchidoide Mykorrhiza fallen Assoziationen zwischen
Orchideen und Mykorrhizapilzen aus der Gruppe dasidomyceten. Sie stellen einen
Sonderfall dar, da der pilzliche Partner keine koltoffverbindungen erhalt, sondern

solche im Gegenteil Uber intrazellulare Hyphenkhére die in jungen Entwicklungs-
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stadien chlorophylllosen Orchideen abgibt. Die €iler orchidoiden Mykorrhiza gehéren
oftmals zur Formgattung Rhizoctonia und konnen mitderen Pflanzen auch als
Pathogene interagierenKBNDRETTet al., 2004; RsmusseNet al., 2009).
(3) Ektendomykorrhiza bilden Strukturen sowohl von Ekto- als auch vondd&n
mykorrhiza aus und werden teilweise zu den Ektomyima gezéhlt (BUNDRETT, 2004).
Das Hartig'sche Netz ist meist weniger stark ausdet) die Hyphen kénnen jedoch
Rindenzellen penetriererbutoide Mykorrhiza sind eine Sonderform der Ektendo-
mykorrhiza innerhalb von autotrophen Pflanzen detedfamilie Arbutoideae (Ericaceae,
z .B. Erdbeerbaum). Multiple Hyphen penetrieremnr kdie epidermalen Zellen des Hartig-
schen Netzes @JINDRETT, 2004).Monotropoide Mykorrhiza finden sich in der Familie
der Monotropaceen (Ordnung Ericales) und umfassea ldeine Gruppe chlorophyll-
freier, myco-heterotropher Pflanzen (z. B. FichpamgelMonotropa hypopitys Individu-
elle Hyphen penetrieren in dieser Art der Inte@ktthizodermale Zellen und &hnlich der
orchidoiden Mykorrhiza erndhren sich die heterdtep Pflanzen auf Kosten der Mykor-
rhizapilze (BRUNDRETT, 2004). Hier liegt somit eine ausbeutende Form Mykorrhiza
vor, wie sie von BUNDRETT (2004) definiert wurde.

Auf die Grundlagen mutualistischer Interaktionenisoen Pflanzen und Mykor-
rhizapilzen im Allgemeinen und speziell auf dendan Sebacinales gehdérenden Wurzel-

endophyterPiriformospora indicawird im Folgenden genauer eingegangen.

1.1.1 GRUNDLAGEN MUTUALISTISCHER |NTERAKTIONEN ZWISCHEN PFLANZEN UND

M YKORRHIZAPILZEN

Mutualistische Interaktionen von Pilzen und Pflanze der Wurzel beruhen vor
allem auf einer verbesserten Aufnahme von Minestitst aus dem Boden im Austausch
gegen Kohlehydrate @&o et al., 2003; MRSCHNER& DELL, 1994; REFFERet al., 1999).
Fur die verbesserte Mineralstoffaufnahme spielt altem die OberflachenvergrofRerung
durch ein teilweise extensives Hyphennetzwerk umdaxderungen der physikalischen
Eigenschaften der Rhizosphare, d. h. dem unmittelbech eine lebende Wurzel beein-
flussten Raum im Boden, eine Rolle. Hierdurch witda. die Weiterleitung von Nahr-
stoffen mit geringer Diffusionsrate aus entfernggreichen hin zur Pflanze ermdglicht
(HARRISON, 1999). Vor allem die Weiterleitung von Phosphatia oftmals das Pflanzen-
wachstum limitieren, ist hier bedeutsama@#ison, 1999). Weiterhin verbessern AM die
Aufnahme von Stickstoff (Ruz et al., 2007) und erhdhen die Salz- und Trockeastr
toleranz (ENG et al., 2002). An der Ausbildung dieser Effektedstailweise spezifische

Veranderungen in der Genexpression der Pflanzeliget&o konnte in AM-besiedelten
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Wurzeln u. a. eine spezifische Expression von Rrats@ansportern, HATPasen und eine
verstarkte Expression von Aquaporinen festgesieditden (BICHER, 2007; KRAJINSKI et
al., 2000; 2002). Zudem kann sich die BesiedlungWarzeln mit Mykorrhizapilzen auf
den Hormonhaushalt der Pflanzen auswirkenLgéA et al., 1980; 1982; WDWIG-MULLER,
2000).

Aus agronomischer Sicht zeichnet sich die pflahaiMykorrhizierung neben einem
verstarkten Wachstum der Pflanzen und einhergelnela&agssteigerungen {AON-
AGUILAR et al., 1996; ACON-AGUILAR & BAREA, 1997) durch eine Beeinflussung der
Pathogenresistenz aus. So kann die Mykorrhiziering erhohte lokale und systemische
Resistenz vor allem gegen die Wurzeln aber auclBldiger angreifende phytopathogene
Bakterien, Pilze und Insekten bedingerokBIER et al., 1998; GNGE, 2006; Lu et al.,
2007; Bzo et al.,, 2002). In anderen Fallen ist jedoch auch \ener erhdhten
Suszeptibilitat vor allem gegen biotrophe Blattjpane berichtet worden @BNE, 1982;
GERNNSet al., 2001; SauL et al., 1999).

1.1.2 PIRIFORMOSPORA INDICA

Piriformospora indicawurde 1997 aus der Spore eines AM-Pilz€&ohus
mossag aus der Rhizosphare der StraucRessopsis julifloraund Zizyphus nummularia
in der indischen Thar Wiste isoliert ENvA et al., 1998). Ultrastrukturanalysen der
Hyphen (enthalten dolipore Septen) und molekulagudnzvergleiche der 18S-RNA oder
der nuklearen rDNA-Sequenz fir die 5’-terminale Row der ribosomalen Grof3en Unter-
einheit (nucLSU) erlaubten eine Klassifizierung Warindicain die Klasse B der Ordnung
der Sebacinales (Hymenomyceta, BasidiomycotgMA et al., 1998; Wisset al., 2004).
In dieser Klasse zeid®. indica eine enge Verwandtschaft zu der Mehrheit Sebacina
vermiferalsolate. Sebacinales finden sich in Assoziatiom werschiedensten Pflanzen-
arten, sind weltweit in temperierten, subtropisclhiea tropischen Regionen anzutreffen
und bilden eine sehr heterogene Gruppe bezuglichadegebildeten Mykorrhizatypen.
Neben autotrophen orchidoiden Mykorrhizaebacina vermifejafinden sich in dieser
ericoide (z. B. assoziiert mit Saldhaultheria shallop und jungermannoide Mykorrhiza
(Lebermoos-Mykorrhiza) sowie Ektendomykorrhiz&(Ssseet al., 2007; Wiss et al.,
2004). Fur einige Vertreter der Sebacinales kormgem eine enge Assoziation mit
Bakterien unterschiedlichster Gattungen nachgewiassaden (8ARMA et al., 2008). Im
Falle vonP. indicazeigte sich hierbei eine enge Verbindung mit deRroteobakterium
Rhizobium radiobacter
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Das Wirtsspektrum vorP. indica in hoheren Landpflanzen umfasst eine breite
Anzahl sowohl mono- als auch dikotyler PflanzenBzOrchideen Dactylorhiza spp.)
Graser (Poaceae; z. B. Gerste, Mais, Reis, Weinmathauch die Modellpflanz&rabidop-
sis thaliana(ab hier: Arabidopsis) (BeCHERT et al., 1999; PSKAN-BERGHOFER et al.,
2004; \ARMA et al., 1999; ¥RMA et al.,, 1998; WLLER et al., 2005). Zusatzlich ist
P. indicaaxenisch auf komplexem Medium kultivierbaretva et al., 1998).

Abb. 1.1-1: Piriformospora indica. Wachstum des Pilzes in axenischer Kultur (A, B) imdflanzenwur-
zeln (C, D).(A) Anzucht in flissigem bzw(B) auf agarhaltigem KomplexmediurfC) Sporenbildung in
Gerstenwurzeln(D) Aufsicht auf ein stark besiedeltes Wurzelstiick ¥oabidopsis. Die Farbung des Pilzes
in C und D erfolgte mit WGA Alexa FluBr488. Die Wurzel in D wurde durch Kongorot angefaBild A
verandert nach Achatz, 2006.

Die Besiedlung von Pflanzenwurzeln dufehindicabeschrankt sich auf die Rhizo-
dermis und das Rindengewebe, wobei inter- undzethaér i. d. R. unseptierte Hyphen
mit dinnen Zellwanden und einem Durchmesser vor3B7um ausgebildet werden
(VERMA et al.,, 1998). An Hyphenspitzen konnen sich ausndiandigen Vesikeln
birnenformige Chlamydosporen (16-25 um Lénge, 104b7 Breite) mit 8-25 Nuklei
abschniren, die sich sowohl extrazellular auf deraéoberflache als auch intrazellular
einzeln oder in Gruppen finden ERMA et al., 1998). Eine Quantifizierung véh indica
in verschiedenen Wurzelabschnitten von Gerste eeigidem, dass vor allem alteres
Gewebe (Wachstums- und Differenzierungszone) imgderh zum meristematischen
Gewebe der Wurzelspitze kolonisiert wirdg®MukH et al., 2006). Kongruent hierzu
zeigten sich in der ,alteren” Differenzierungszaneer- als auch intrazellulare Hyphen
und intrazellulare Chlamydosporen, wéhrend in deacMétumszone zumeist nur inter-

zellulare Hyphen vorzufinden warenefHMukH und Kollegen (2006) entdeckten zudem,
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dass sowohl die Kolonisierung als auch die Spaoramit dem Zelltod einzelner,
penetrierter Wurzelzellen zusammenhéangt, obwohKdienisierung ohne Nekrotisierung
des Gewebes einhergeht. Im gleichen Zusammenhamgeqo sie nachweisen, dass das
zellulare Wachstum vorP. indica in Gerste mit einer verminderten Expression des
Zelltodinhibitors BAX Inhibitor-1 (HvBI-1) einhergeht. Gleichzeitig war das pilzliche
Wachstum irHvBI-1 Giberexprimierenden transgenen Gerstepflanzen grhibi

Die Besiedlung von Pflanzen duréh indicageht mit einer Reihe i. d. R. positiver
Effekt auf den Wirt einher, wie z. B. einer erhgh®iomasseproduktion und einer allge-
mein erhohten Stresstoleranz. Sowohl in Leguminoderersen medizinisch und 6ko-
nomisch relevanten Pflanzen (z. B. Gerste) als adeciModellpflanze Arabidopsis konnte
ein gesteigertes Wachstum und eine erhdhte Biomaxhgktion nachgewiesen werden
(PESKAN-BERGHOFER et al., 2004; Ram et al., 2004b; R et al., 2001; ¥RMA et al.,
1999). In Gerste konnten zudem verbesserte Errdgerund eine schnellere Entwicklung
beobachtet werdetm Gegensatz zu &hnlichen, durch AM vermitteltéielEen waren die
durchP. indicainduzierten Wachstumsveranderungen in dieser Bflandem unabhangig
von zeitgleichem Pathogenbefall oder dem Phospirat- Stickstoffangebot (@HATz et
al., eingereicht).

Eine gesteigerte Stresstoleranz aufgrund der BlesigdiurchP. indicafindet sich
sowohl gegeniber abiotischen als auch biotischésiofen. So sind z. B in Zellkultur
angezogene Pflanzen resistenter gegen Stress,iddémim Umsetzen in Topfkultur aus-
gesetzt werden (RUEGE et al., 2007; S8HAY & VARMA 1999; 2000). Zudem konnte in
Gerste eine erhohte Salztoleranz festgestellt werdie u. a. auf einem Anstieg der Kon-
zentration an Antioxidantien und einer erhdhtenivitdt antioxidativ wirksamer Enzyme
in der Wurzel basiert (B TRUSCHAT et al., 2008; WLLER et al., 2005). Auch kolonisierte
Arabidopsispflanzen weisen eine erhdhte Trockesstoéeranz auf (BERAMETI et al.,
2008a). Eine erhohte Resistenz gegen biotische@ssSkann durcR. indicalokal als auch
systemisch induziert werden. In Gerstenwurzeln wurdchweislich die Ausbreitung der
nekrotrophen bzw. hemibiotrophen PathogE&msarium culmorumFusarium graminea-
rum und Cochliobolus sativuggehemmt (BsSHMUKH & KOGEL, 2007; SHAFER et al.,
2007;WALLER et al., 2005). Auch Weizenpflanzen zeigten in Gawaausversuchen eine
erhohte Resistenz gegenculmorumals auch gegeRseudocercosporella herpotrichoides
(Tapesia yallundae(SERFLING et al., 2007). Systemische Resistenzeffekte zeigjteh in
Gerste- bzw. Weizenblattern durch eine erhdhte SRes gegen die biotrophen Blatt-
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pathogeneBlumeria graminisf. sp. hordei bzw. f. sp.tritici (SERFLING et al., 2007,
WALLER et al., 2005).

1.2 PFLANZE -PATHOGEN -BEZIEHUNGEN

In kompatiblen Wirt-Pathogen-Beziehungen, wenn Rathogen den Wirt erfolg-
reich besiedelt und sich auf ihm vermehrt, wird @ért als suszeptibel und das Pathogen
als virulent bezeichnet (BILOSSER 1997). Einen Sonderfall stellt hier die Tolerammn
Pflanzen gegenuber Pathogenen dar. Bei diesem &ypMchselwirkung, der oft bei
Viren auftritt, verursacht der Befall keine stark€rankheitssymptome, obwohl sich das
Pathogen in gleichem Mal3e wie in nicht tolerantBanRen vermehrt (Arios 1997). Im
Falle einer inkompatiblen Wechselwirkung, wenn &asdringen oder die weitere Ver-
mehrung des Mikroorganismus erfolgreich verhinddrtl, ist der Wirt resistent und das
Pathogen avirulent. Diese Art von Wechselbeziehmeghnet den Grofdteil an Inter-
aktionen zwischen Pflanzen und phytopathogenen ddilganismen aus @ADRDAL-
CHRISTENSEN 2003). Hierbei werden verschiedene Resistenztymerschieden, (1) die
Nichtwirtsresistenz, (2) die rassenspezifische,litaize Resistenz und (3) die rassen-
unspezifische, quantitative Grundresistenz. Im &wolen werden diese Typen kurz
charakterisiert, um anschliel3end auf die pflanelicResistenz- und Abwehrmechanismen

sowie die Grundlagen der Pathogenerkennung eineageh

1.2.1 WIRTS- UND NICHTWIRTSRESISTENZ

Die Nichtwirtsresistenz oder Basisinkompatibilitat ist eine der am wegest
verbreiteten Arten der Resistenz von Pflanzen gégemMikroorganismen HORDAL-
CHRISTENSEN 2003). Sie zeichnet sich dadurch aus, dass alléyp&o einer Pflanzenart
gegen alle Rassen eines potenziell pathogenen bdtaoismus resistent sind (BKEL-
HOVEN, 2007). Wesentliche Griinde, warum Pflanzen gegemdén meisten potenziellen
Pathogenen eine Nichtwirtsresistenz zeigen, sired ghysiologischen Anspriiche des
Pathogens, die die Wirtspflanze nicht erfUllHORDAL-CHRISTENSEN 2003), und die oft
hochwirksamen praformierten und induzierten cheh@a¢ enzymatischen und struktu-
rellen Abwehrmechanismen der Pflanze (Details sidye 1.2.2). In der Koevolution von
Pflanze und Phytopathogen kann diese Resistenzhedmn Erregern durchbrochen wer-
den, was zu einer Basiskompatibilitat fuhrt. Dagelingt es dem Pathogen, die Grund-

lagen der Nichtwirtsresistenz zu umgehen oder terdriicken.
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Im Falle einer Basiskompatibilitat konnen sich iitaRzen evolutiv erneut Resisten-
zen entwickeln, man spricht von défirtsresistenz. Hierbei wird zwischen der rassen-
oder sortenunspezifischen (horizontalen oder gtzivéen) und der rassen- oder sorten-
spezifischen (vertikalen oder qualitativen) Resistainterschieden, wobei eine klare
Trennung der zugrundeliegenden Merkmale nicht immeéglich ist (PLAND et al.,
2008). Die quantitative Resistenz ist gegeniubenadRassen eines Erregers aktiv, der die
Basisresistenz Uberwindet. Aufgrund ihres oftmaib/genen Charakters stellt sie einen
relativ dauerhaften, meist jedoch keinen vollst§adiSchutz dar @RLEVLIET, 2002). Die
rassenspezifische, qualitative Resistenz wird dagegonogen vererbt und beruht auf
engen Wechselbeziehungen zwischen Wirts- und Engegetyp, dem Zusammentreffen
eines Resistenzgens auf Seiten der Pflanze mitnekwrespondierenden Avirulenzgen
des Pathogens (Gen-fur-Gen Modell varo 1955; 1971). Dabei stellt das Resistenz-
genprodukt oftmals einen Rezeptor dar, der direldrandirekt mit dem Avirulenzgen-
produkt (spezifischer Elizitor) interagiert und dach eine Resistenzantwort auslost
(Details siehe Kap. 1.2.3). Vor allem Hypersengdigreaktionen (HRs, vgl. Kap. 1.2.2)
sind typisch fur die qualitative, R-Protein vermitt Resistenz (EHMANN &
HUCKELHOVEN, 2008). Qualitative Resistenz kann aber auch af Detoxifizierung
pilzlicher Toxine (®HAL & BRIGGS 1992) oder der Modulation der Abwehrantwort hin z
erhohter Penetrationsresistenz (znBo in Gerste; BscHGESet al., 1997) beruhen. Diese
gualitative Resistenz ist in der Regel vollstandizer monogene Ursprung bedingt
allerdings oftmals eine nur geringe Dauerhaftigkeitder agronomischen Anwendung.
Dies zeigt z. B. der neueste Ausbruch eines geglenante R-Gene resistenten Weizen-
Schwarzrost-Erreger®(iccinia graminid.sp. tritici Ug99) (STOKSTAD, 2007).

Die fur die Ausbildung von Resistenzen grundlegerdbwehrstrategien der Wirts-
und Nichtswirtsresistenz kénnen zum Teil Uberlap@@@oRDAL-CHRISTENSEN 2003) und

werden im folgenden Kapitel ndher beschrieben.

1.2.2 PFLANZLICHE RESISTENZ- UND ABWEHRMECHANISMEN

Grundsatzlich kann schon das Fehlen strukturellier physiologischer Faktoren,
die es dem Pathogen erlauben einen potenziellen2AWierkennen, eine kompatible Wirt-
Parasit-Interaktion verhindern §{®RDAL-CHRISTENSEN 2003). Ist dies nicht der Fall, kdn-
nen weitere Resistenz- und Abwehrmechanismen ianBén praformiert (konstitutiv)
vorliegen oder auch erst nach einem Befall indtxerden.

Praformierte Abwehrmechanismenstellen eine der ersten Linien in der Pflanzen-

abwehr (HORDAL-CHRISTENSEN 2003). Hierzu zahlen mechanische und strukturelle
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Barrieren (Kutikula, Zellwdnde, Haare) oder biocimrhe und enzymatische Kompo-
nenten wie toxisch wirksame Sekundarmetabolite fgdnticipine: Terpene (z. B. Sapo-
nin), Phenole (z. B. Cumarine), stickstoffhaltigerbindungen (z. B. Alkaloide, cyano-
gene Glycoside)] und antimikrobiell wirksame Progei(z. B. Defensine, Chitinasen,
Glukanasen) (BATH, 2000; Talz & ZEIGER, 2000). Werden diese praformierten Barrieren
z. B. durch die Expression detoxifizierender Enzyiherwunden (BPADOPOULOU et al.,
1999), stehen der erfolgreichen Besiedlung einegéd/idurch ein Pathogenduzierte
Abwehrmechanismenentgegen, die ebenfalls wieder struktureller, deeher und enzy-
matischer Art sein kdnnen YORDAL-CHRISTENSEN 2003). Hierzu zéhlen u. a. auch
bestimmte Transkripte von Genen, deren korrespogntie Proteine kurze Zeit spater
nachweisbar sind. Diese werden @ésense related proteirezeichnet und umfassen u. a.
die aus derzeit 17 Familien bestehende Untergrdepd®R-pathogenesis-relat¢dProte-
ine (Ubersicht invAN LooN et al., 2006). In dieser finden sich lytische Emeywiep-1,3
Glukanasen (PR-2) und Chitinasen (PR-3, PR-4, RR@ PR-11), thaumatindhnliche
Proteine (PR-5), Proteaseinhibitoren (PR-6), Enoigasen (PR-7), ligninformende
Peroxidasen (PR-9), RIPs (Ribosomen inhibierend¢éelre, PR-10), Defensine (PR-12),
Thionine (PR-13), LTPs (Lipid-Transfer-Proteine,-B8, Oxalatoxidasen (PR-15, PR-16)
als auch Proteine noch unbekannter Funtkion (PRRt17). Fir PR-1 konnte zudem eine
direkte Beteiligung an der Penetrationsresistergegélumeria graminisf.sp. hordei
mittels RNA-Interferenz (RNAI) gezeigt werdencf8JLTHEIR et al., 2003b). Der Erfolg
der induzierten Abwehr hangt jedoch oftmals von @eschwindigkeit und der Starke ab,
mit der die Erkennung des Pathogens und die Madriling der Abwehr in der Pflanze
ablaufen (HORDAL-CHRISTENSEN 2003; VON ROPENACK et al., 1998). Zudem kénnen
praformierte als auch induzierte Abwehrmal3nahmeeitseein Eindringen des Pathogens
in den Wirt (Penetrationsresistenz) oder aber desdsen Weiterentwicklung (Post-
Penetrationsresistenz) verhindern.

Eine PenetrationsresistenZkann auf mindestens drei Wegen erreicht werderchdu
(1) eine lokale Verstarkung der Zellwand (Papiliéhing), (2) die Inhibierung Zellwand
abbauender Enzyme des Pathogens z. B. durch Argerudes pH-Wertes im Apoplasten
oder (3) die Absonderung antimikrobieller Substanzike zum Absterben des Pathogens
fihren (Ubersicht in HCKELHOVEN, 2007). Zu letzteren zahlen induzierte Phytoalexin
konstitutive Phytoanticipine und antimikrobiell w&ame Proteine, die z. B. die pilzliche

Zellwand oder Membranintegritét zerstoren.
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Eine Verstarkung der Zellwand findet sowohl in katiplen als auch inkompatiblen
Pflanze-Pilz-Interaktionen statt. Sie wird vor allelurch die Lignifizierung und Ablage-
rung von Zellwandmaterial sowie die Akkumulationdhyxyprolinreicher Glykoproteine
und weiterer phenolischer Komponenten erreicleC{BNGER et al.,1999; KELLER et al.,
1996; vON ROPENACK et al., 1998). Viele dieser Substanzen formen kerglPolymere
und kénnen gegenseitig Quervernetzungen eingehrrs4BN et al., 1994), wobei vor
allem HO; eine entscheidende Rolle einnimmt. Das Vorliegem MO in Zellwandauf-
lagerungen ist ein biochemischer Marker, der niehgbrierte von penetrierten Zellen in
der Interaktion von Gerste mBlumeria graminisunterscheidet (BCKELHOVEN et al.,
1999; 2000; RuJiLLO et al., 2004). Ob ein Pathogen jedoch durch esalle gestoppt
wird, hangt in entscheidendem Malf3e von der Gesdahgkerit, mit der diese gebildet wird,
und der Starke der Quervernetzungen abspaD et al., 2004;vON ROPENACK et al.,
1998).

Eine Mdglichkeit, die weitere Ausbreitung von Pabpen nach erfolgreicher Pene-
tration zu verhindern Rost-Penetrationsresisteng ist eine Hypersensitivitatsreaktion
(HR) der befallenen Zelle oder des umgebenden Gesv¢kOMBRINK & SCHMELZER,
2001). Eine HR geht mit der Akkumulation von ree&ti Sauerstoffintermediaten
(reactive oxygen specieR0OS), antimikrobiellen Proteinen und Phytoalexiearher und
endet in einem lokalem Zelltod, womit zumindest nfirgbiotrophen Pathogenen die
Nahrungsgrundlage entzogen wird REENBERG & YAO, 2004). In Interaktionen mit
nekrotrophen Pathogenen, denen tote Zellen alshEmégsgrundlage dienen, ist die Rolle
einer HR nicht vollstéandig geklart. Hier konntenrcu den Zelltod freigesetzte toxische
Substanzen z. B. aus der Vakuole zu einer erfagesi Bekdmpfung des Pathogens
beitragen (MMMOND-KOSACK & JONES 1996). Vor allem scheint hier jedoch der richtige
Zeitpunkt der HR fir eine erfolgreiche Abwehr aildaggebend zu sein (lKELHOVEN,
2007).

Die transiente Akkumulation von reaktiven Sauefsttdrmediaten (ROSieactive
oxygen specigs der ,oxidative burst; ist eine relativ frihe Antwort der Pflanze auf
Pathogene oder Elizitorenagk et al.,1997; THORDAL-CHRISTENSENet al., 1997). Zu den
wichtigsten ROS zahlen Hydroxylradikale (QH Superoxidradikalanionen @*) und
Wasserstoffperoxid (40,), von denen nur letzteres relativ stabil isRA¥OVA et al.,
2002). Diese konnen extrazellular mit Hilfe von NRB-Oxidasen, Peroxidasen, Amin-
oxidasen und Oxalatoxidasen gebildet werden (Utlersén HICKELHOVEN, 2007). Neben

der Beteiligung an der HR-Ausbildung und der Vexnag von Zellwandkomponenten
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(siehe oben) wird ROS funktionell eine direkte szkie Wirkung auf Pathogene und eine
Rolle als Signalmolekile zugesprochear@et al., 1997; ®rRRESet al., 2002). Anderer-
seits gibt es auch Berichte Uber antagonistisch&Wgen von ROS auf Zelltodreaktionen
(TOrRESet al., 2005) und dass die Akkumulation bestimm&S mit einer erfolgreichen
Besiedlung einhergeht. So findet sich bei einevlgréichen Penetration von Gerstezellen
durch Blumeria graminiseine Akkumulation von @ vor allem im Bereich des sich
entwickelnden Haustoriums (fKELHOVEN & KOGEL, 1998; HICKELHOVEN & KOGEL,
2003). In vielen Féllen scheint es, das ROS zwaklamehrreaktionen beteiligt, allein flr
eine erfolgreiche Abwehr jedoch nicht ausreichend synergistische Effekte mit anderen
Signalmolekilen wie NO essenziell fir ihre Funktgamd (HICKELHOVEN, 2007).

Die zwei Hauptwege, die zur Erkennung eines Pathuogfalls als Grundvoraus-
setzung fur die Induktion entsprechender Abwehtiea&n fiihren, sind die im néchsten

Kapitel beschriebenen PAMP- und R-Gen vermitteGamnalwege.

1.2.3 DAS PFLANZLICHE |IMMUNSYSTEM : FEINDERKENNUNG

Induzierte Abwehrmechanismen beruhen u. a. auf Ri#gnigkeit von Pflanzen
»selbst“ von ,nicht-selbst* unterscheiden und sopuotenzielle Angreifer registrieren und
darauf reagieren zu kénnen. Hierzu bedient sichRiianze eines zweigeteilten Erken-
nungssystems Q@lNes & DANGL, 2006), wobei der eine Teil auf bestimmte, auflane
Klassen von Mikroorganismen weit verbreitete Molekitope und der andere direkt bzw.
indirekt auf spezifische Virulenzfaktoren reagiert.

Der erste Teil beruht hierbei auf der Erkennungidearianten, nur langsam evol-
vierenden Epitope innerhalb mikrobieller oder vomthH®gen abstammender Molekile
(PAMPs: pathogen-associated molecular patterbgw. MAMPSs: microbe-associated
molecular patterns mittels entsprechender Rezeptoren (PRRattern-recognition
receptors Ubersicht in GNES& DANGL 2006; SHWESSINGER& ZIPFEL, 2008). Beispiele
bakterieller MAMPs sind bakterielle Lipopolysacclaroder Flagellin. Pilzliche MAMPS
sind z. B. Endopolygalacturonasen, Xylanasen urlivaedkomponenten wie Chitin oder
Elicitin (z. B. Pep-13 auRhytophthora sojae(z. B. BRUNNERet al., 2002; GULIN et al.,
2006; NURNBERGER & LIPKA, 2005; ®INssoOTet al., 2003; S8HWEIZER et al., 2000). Die
aus Arabidopsis bekannten Rezeptoren fir die hakeer MAMPs Flagellin (flg22) und
den Elongationsfaktor Ef-Tu, FLAGELLIN-SENSING 212, GHINCHILLA et al., 2006)
und EF-TU RECEPTOR (EFR,IRFEL et al., 2006), gruppieren beide in die Klasse der
leucine-rich repeat receptor-lik€inasen (LRR-RLK). PRRs pilzlicher PAMPs sind u. a
aus Tomate (LeEIX1 und -2,dR & AvVNI, 2004) und Reis (CEBIP,Aku et al., 2006)

11
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bekannt. CEBIP ist ein transmembrarestin oligosaccharide elicitor binding protein
wéahrendLeEIX1und-2 LRR-haltige Glykoproteine auf der Zelloberflachedieren. Die
der PAMP/MAMP-Erkennung nachfolgenden Signaltraksidaswege sind bisher nicht
vollstandig geklart. Im Falle von flg22 spielen gett nachgeordnete mitogenaktivierte
Proteinkinase (MAPK)-Kaskaden eine Rolle. Zuséakelird auch Pflanzenhormonen wie
Salizylsaure (SA), Jasmonsaure (JA) und Stickol@) eine Funktion bei der Signal-
weiterleitung zugesprochen YRNBERGER& L IPKA, 2005).

Die zweite Saule des pflanzlichen Immunsystemseblaauf der Erkennung eines
Avirulenzgenproduktes (Avr, Effektor) eines bestiteam Pathogens durch ein korrespon-
dierendes Resistenzgenprodukt (R-Gen) in der Rilé§@en-fur-Gen Modell, Flor, 1955;
1971). Viele R-Gene kodieren fur NB-LRR Proteind mner charakteristischen Nukleo-
tidbindestelle (NB) und C-terminalen, leucinreici@omanen (leucine-rich repeats LRRS).
Bekannte bakterielle Effektoren sind z. B. AvrPfyrPtoB, AvrE und HopPtoM aus
P. syringaedie in der Lage sind, Calloseablagerungen undgpession flr die Papillen-
bildung essentieller Gene im Wirt zu unterdriickeagRoY et al., 2004pe TORRESEt al.,
2006; Hiuck et al., 2003). Eine direkte Interaktion von AvrduR-Proteinen konnte in
vielen Systemen jedoch nicht festgestellt werdean(i2 & JONES 2001). Auf dieser
Beobachtung bauen di@uardHypothese (BNGL & JONES 2001;VAN DER BIEZEN &
JONES 1998) und das weiterentwickeli2ecoyModell (vAN DER HOORN & KAMOUN,
2008) auf. In beiden Fallen wird davon ausgegandass das R-Protein in bestimmten
Fallen nicht den Effektor (das Avr-Protein) an serkennt, sondern die Kombination aus
dem Interaktions- oder Zielpartner des Effektordl dem Effektor selbst. In dé€suard
Hypothese wird daher ein fur die Virulenz des Pgéms essentielles Zielproteins des
Effektors durch das R-Protein tUberwacht. Im Faks BecoyModells handelt es sich
dagegen bei dem vom R-Protein Uberwachten Interadiartner des Effektors um ein
Imitat eines fir die Virulenz wichtigen ZielprotsinDieses Imitat geht nach dem Modell
zwar eine Interaktion mit dem Avr-Protein ein, f@doch keinen Einfluss auf die Patho-
genfitness. Durch die Uberwachung eines Imitatesl win gegensatzlicher Selektions-
druck vermieden, wie er auf einem fir die Virulessentiellen Zielprotein in d&uard
Hypothese lastet. Dieser gegensatzliche Selektrankcergibt sich beim Vorliegen eines
R-Gen Polymorphismus in einer Population, d. h. wemige Individuen das respektive
R-Gen besitzen, andere jedoch nicht. Ohne R-Géit die Selektion in diesem Fall hin zu
einer verminderten Bindeaffinitat des Zielgens Zdffektor. Bei vorliegen eines R-Gens

wird dagegen eine erhohte Bindeaffinitat selek{jextv DER HOORN& KAMOUN, 2008).
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Der evolutive Wettlauf, der sich aus dem standiBemuhen des Pathogens, Erken-
nungsmaflnahmen zu unterdricken oder zu umgehendemdZiel des Wirtes, dies zu
verhindern, ergibt, l&sst sich am besten durclvieirphasiges Zick-Zack-Modell beschrei-
ben (HNES & DANGL, 2006). In Phase | werden PAMPs durch entspreehd?®Rs
registriert, was zu einer PAMP-vermittelten Immugrisng fuhrt. Nur Pathotypen, die
wirksame Effektoren zur Unterdrickung der PAMP-wtietten Immunitat entwickeln,
konnen die Pflanze erfolgreich besiedeln (PhaseEB)liegt eine effektorvermittelte Sus-
zeptibilitat vor. Die Selektion wirkt im Wirt nunathin, dies zu umgehen. In Phase Il wird
somit ein bestimmter Effektor durch ein neu entdéses R-Protein im Wirt registriert,
was wiederum eine, diesmal effektorvermittelte, umitat bedingt. Folgend erzeugt die
natirliche Selektion wiederum einen Druck auf dasth&gen dahingehend, die
effektorvermittelte Immunitat zu umgehen. Dies kaadurch erfolgen, dass der erkannte
Effektor verandert oder weitere Effektoren zur Wdtéckung der Abwehr herangezogen
werden. Ist dies der Fall (Phase 1V), liegt erneute durch Effektoren vermittelte
Suszeptibilitat vor, die wiederum die Selektion erewder verénderter R-Proteine
induziert. Es resultiert eine andauernde Koevotution R-Genen und Pathogeneffektoren,
die auch durch populationsdynamische Prozesse amdmt den entsprechenden R-Genen
und Effektoren einhergehenden Fitnesskosten fur\Wen respektive das fur Pathogen
beeinflusst wird (GONES& DANGL, 2006).

Die durch die Erkennung von Pathogenen ausgel@sbevehrmalinahmen kénnen
sich dabei nicht nur auf lokale Bereiche beschrankendern die Information kann auch
zu vorbeugenden AbwehrmalRnahmen in entfernten &eneifihren. Auf diese syste-

misch induzierte Resistenz wird im folgenden Kdpmtagegangen.

1.3 SYSTEMISCH INDUZIERTE RESISTENZ

Eine erhdhte Resistenz oder Abwehrbereitschaftrgpgéhogene Mikroorganismen
oder Insekten kann in Pflanzen lokal als auch systh durch verschiedene Ausloser
biotischer, chemischer oder mechanischer Naturzieduwerden. Ausgehend vom prima-
ren Stimulus und den nachfolgenden Reaktionen weddder mehrere Klassen induzier-
ter Resistenz unterschieden, die unten kurz ausgesind. AnschlieRend wird in diesem
Kapitel vor allem auf die beteiligten Signalwegedullechanismen eingegangen, die
wahrend der durch nitzliche Mikroorganismen induere systemischen Resistenz eine
Rolle spielen.
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Wundinduzierte Resistenz: Verwundung, mechanisch oder z. B. durch Insekt@nfra
bedingt neben lokalen auch systemische Verandenuiige gut untersuchtes Beispiel sind
wundinduzierte Proteinaseinhibitoren (PIs) aus Temdie als Hemmer des Insekten-
verdauungsapparates wirkeny@®i, 2000). Vor allem JA und Methyljasmonat (MeJA)
scheinen an der Weiterleitung des Wundsignals liggteu sein (ARMER & RYAN, 1992),
aber auch Ethylen (ET), Abscisinsdure (ABA) undkelsche Signale wirken sich syner-
gistisch oder antagonistisch hierauf aus (Ubersichiowe, 2004). Durch mechanische
Verwundung und Insektenfral3 induzierte Gene lUbpdagedoch nicht vollstdndig und
kénnen sich grundsatzlich unterscheidemY(®oND et al., 2000). Auch bei durch beide
Varianten beeinflussten Transkripten lassen sighizdest hinsichtlich der Expressions-
starke Unterschiede feststellen. So wird der Trapst&insfaktor HAHB4 aus der Sonnen-
blume sowohl durch mechanische als auch insektémitedvVerwundung systemisch und
lokal induziert, das durch das Insekt ausgel6stgnaiist jedoch um einiges starker
(MANAVELLA et al., 2008).

Chemisch induzierte Resistenz (cIR)Exogen zugefiihrte Pflanzenhormone oder Chemi-
kalien wie z. B. (Me-)JA, SA, dessen Analoga BTHoff, Benzo[1,2,3]-thiadiazol-7-
carbothioicacid) und DCINA (2,6-Dichlorisonicoting&) oder die nicht-proteinogene
Aminosaure BABA f-Aminobutyricacid) kénnen die Resistenz gegen beste
Pathogene erhthenahB et al.,, 2001; KWGEL & LANGEN, 2005). Die Applikation
derartiger Substanzen geht i. d. R. mit der Induktines spezifischen Sets an Genen
einher, wobei sich diese in Abhangigkeit vom untehden Pflanzentyp unterscheiden
kénnen. Durch BTH induzierte cIR in Getreide bedlingWeizen, Gerste und Reis jeweils
die Expression einer bestimmten Gruppe heterol@gare [(VCIlGene,wheat chemical
induced(GORLACH et al., 1996)BCI-Gene,barley chemical induce(Bereret al., 2000);
RCIGene, rice chemical induced(SCHAFFRATH et al., 2000)]. Homologe zu in
Arabidopsis oder anderen dikotylen Pflanzen durdiiBnduzierten Genen, z. PR
Gene, finden sich darunter jedoch kauma(KREK et al., 2000MOLINA et al., 1999). Die
Expression bestimmter PR-Gene (vor all®R-1 -2 und -5) ist in Getreide daher im
Gegensatz zu Arabidopsis kein aussagekraftigeMdiReer (MOLINA et al., 1999).

Systemisch erworbene Resistenz (systemic acquireglsistance, SAR)SAR bezeichnet
eine erhohte systemische Resistenz gegen ein i®tektrum an Pathogenen, die durch
lokalen Pathogenbefall oder durch Elizitoren inéuziwird (MISHINA & ZEIER, 2007;
Ross 1961; RALs et al., 1996). Auf molekularer Ebene geht SAR dat lokalen und
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systemischen Induktion spezifischer, an der Abwetd der Sekretion von Proteinen
beteiligter Gene (z. BPRGene,BiP2) einher (WANG et al., 2005a). Diese Transkriptions-
veranderungen werden zumindest in dikotylen Pflarcherch SA vermittelt und beruhen
u. a. auf der Aktivierung und folgenden Kerntrakakion des Regulatorproteins NPR1
[Nonexpressor of pathogenesisrelated (PR) genemudh NIM1] (DURRANT & DONG,
2004;GAFFNEY et al., 1993; KNKEMA et al., 2000). In monokotylen Pflanzen sind bisher
nur wenige und zum Teil widersprichliche Informatidber pathogeninduzierte SAR
vorhanden (KWGEL & LANGEN, 2005). Auch die Rolle von SA, die z. B in Reisdun
Kartoffel bereits konstitutiv hoch konzentriert fregt (CoQuoz et al., 1995; BVERMAN

et al., 1995; Y et al., 1997), ist bisher nicht vollstandig gekl&n Kartoffel scheint es,
dass nicht hohere SA-Konzentrationen, sondern eir@hte Sensitivitdt fir dieses

Hormon fur die Etablierung von SAR ausschlaggebsh(yu et al., 1997).

Induzierte systemische Resistenz (ISR)Der Begriff ISR wird im Allgemeinen fur
systemische Resistenzeffekte verwendet, die dysathagene, wurzelbesiedelnde Rhizo-
bakterien in mono- als auch dikotylen Pflanzen meu werden (B VLEESSCHAUWER
2006;2008;VAN LooNet al., 1998). Phanotypisch &hnelt ISR SAR, indechaier syste-
mische Resistenz gegen eine Vielzahl biotischer alidtischer Stressfaktoren ausgelost
wird. Zudem spielt auch NPR1 wahrend der ISR ein#eRPETERSE et al., 1998). Die
erfolgreiche Resistenzinduktion gegen ein spetiiscPathogen und die dabei beteiligten
Signalwege hangen jedoch sowohl vom Rhizobienistatuch dem Wirt ab. Zusatzlich
kénnen zudem auch andere nuatzliche MikroorganismaeB, Mykorrhiza und weitere
Pilze, ISR-ahnliche Reaktionen auslosexvigoLl et al., 2003KNOESTER et al., 1999;
PIETERSEet al., 1996SEGARRA et al., 2009yAN WEESet al., 2008).

Auf bekannte spezifische und konservierte Signabwvegr ISR wird in den folgen-

den Abschnitten vertiefend eingegangen.

1.3.1 AUSLOSER UND SIGNALWEGE INDUZIERTER SYSTEMISCHER RESISTENZ

Mogliche Ausloser induzierter Resistenz in Pflanaamd MAMPs (Def. s. Kap.
1.2.3) nutzlicher bakterieller oder pilzlicher Mdarganismen. Bisher am besten unter-
sucht sind die bakteriellen MAMPs apathogeRseudomonaspp. In Analogie zu Flagel-
lin und Lipopolysacchariden (LPS) pathogeRseudomonaspp. (vgl. Kap. 1.2.3), induz-
ieren Zelloberflachenkomponenten apathogeRerfluorescensstamme wie WCS417r
oder WCS374 Resistenz in Arabidopsis, Tomate untnBp wobei jedoch einzelne
MAMPs oftmals nicht allein fir die Resistenzindwkti ausschlaggebend sind, sondern

15



EINLEITUNG

hier mehrere Faktoren redundant zusammen wirkerrdittht in B\KKER et al., 2007).
Auch durch bakterielle Mikroorganismen produzierfee®*-spezifische Chelatoren
(Siderophore), antibiotische Substanzen (z. B. DAR(-Diacetylphloroglucinol) und
volatile Stoffe, wie z. B. 2,3-Butanediol zweiBacillus spp., kdbnnen ISR auslésen (z. B.
lavicoLl et al., 2003; MzIANE et al., 2005; QGENA et al., 2007; Ru et al., 2004; RAN

et al.,2007). Ein beschriebener pilzlicher MAMP ist dekregierte hydrophobindhnliche
Elizitor Sm1 vonTrichoderma virendzw. dessen Homolog Epll adgpocrea atroviride
(die telomorphe Form voifrichoderma atroviride Beide |6sen in monomerer Form in
Mais systemisch Resistenz gedeolletotrichum graminicolaus (DoNovic et al., 2007,
VARGAS et al., 2008).

Auf der Pflanzenseite werden die an der induziekwehr beteiligten Komponen-
ten durch ein Netzwerk untereinander kommunizieserignalkaskaden kontrolliert, in
dem u. a. die Pflanzenhormone JA, ET, SA oder AB¥olviert sein kdnnen. Bisher am
besten beschrieben sind die Signalwege, die adudehP. fluorescenSVCS417r in Ara-
bidopsis induzierten Resistenz beteiligt sind.igsdm Fall basiert die induzierte Resistenz
auf einem SA- unabhangigem, jedoch von JA- und Eh&@wegkomponenten sowie
NPR1 abhangigem SignalweggPERsE et al., 1996; 1998). Hierbei werden nicht direkte
Veranderungen in der Produktion bzw. Akkumulatisondern eine verstarkte Sensibilitat
der Pflanze gegentiber diesen Hormonen fir die Regiffekte verantwortlich gemacht
(PETERSE et al., 2000). Auch durch Wurzelbesiedlung mit dBodenpilz Trichoderma
asperelluminduzierte Resistenz gegen das bakterielle Pathégesyringae den bio-
trophen OomyceterHyaloperonospora parasiticaund den nekrotrophen PilRlecto-
sphaerella cucumerinaberuht auf einer von JA, ET und NPR1 abhangigerstérkten
Abwehr (SEGARRA €t al., 2009). Eine Abhéangigkeit der ISR vom ETHsailgveg ist jedoch
nicht in jedem Fall gegeben, wie das Beispiel declhliPseudomonas fluoresce@$1A0-
vermittelten ISR zeigt AvicoLl et al., 2003). Zudem gibt es Berichte Uber eine SA
Abhéngigkeit von ISR oder ISR-ahnlichen ReaktiomerPflanzen (AIDENAERT et al.,
2002; TAamos et al., 2005). Ein weiterer Faktor, der an derblgtaung von ISR in
Arabidopsis beteiligt sein kann, ist der wurzelsfi@zhe Transkriptionsfaktor (TF)
MYB72, derin vitro mit dem EIN3-like TF EIL3 interagiert M DER ENT et al., 2008).
VAN DER ENT und Kollegen (2008) schlielen aus ihren Ergebnjsslass erst die
Interaktion zwischen diesen Komponenten die Einigt der ISR ermdoglicht und die

Funktion von MYB72 oberhalb des Ethylensignalweigeder Wurzel liegt.
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Im Gegensatz zu SAR geht ISR vor Einwirken eingssStaktors meist ohne oder
nur mit einer geringen Verdnderung auf der Traps&mebene einher (&ANO et al.,
2007; Lu et al., 2007; ¥RHAGEN et al., 2004; WWNG et al., 2005b). Ein gemeinsames
Merkmal vieler ISR-Antworten ist jedoch die vergt@ und schnellere Induktion spezi-
fischer Gene nach Pathogenbefad WEESet al., 1999; ¥RHAGEN et al., 2004). Dieses
Phanomen ist unter dem BegrifPrjming‘ oder ,Potenzierung* bekannt (BIRATH et al.,
2002; 2006) und kann sich auch auf weitere Abwelktrenen wie eine verstarkte Callose-
deposition beziehenPyiming* als Grundlage induzierter Resistenz wird im komihen

Abschnitt ndher beleuchtet.

1.3.2 PRIMING: GRUNDLAGE INDUZIERTER RESISTENZ

Der Begriff Priming beschreibt die Konditionierung von Pflanzen dusthen
primaren Stimulus in der Art, dass sie nachfolgantibiotischen oder abiotischen Stress
lokal oder systemisch mit einer schnelleren und/cdérkeren Abwehr reagieren ¢S
RATH et al., 2002). AlsPriming-Stimulus kdénnen hierbei (nekrotrophe) Pathogetiej-E
toren, Verwundung, Chemikalien aber auch die Basnggdmit nutzlichen Mikroorganis-
men fungieren (Ubersicht in dELLNER & CONRATH, 2008). Die diesem Phanomen
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sintl ma&itgehend ungeklart und die an
der verstarkten Abwehrantwort beteiligten Signalevegd Gene variieren in Abhangigkeit
vom Priming-Stimulus und Stressfaktor. Rhizobakterien-verrétéSR in Arabidopsis
geht oftmals mit einer verstarkten Expression JAY&Sponsiver Gene und einer verstark-
ten Callosedeposition einher, woran NPR1 und dee&spezifische Transkriptionsfaktor
MYB72 beteiligt sind (AN et al., 2007; ¥N DER ENT et al., 2008)Paenibacillus alvei
K165 induziert dagegen eine verstarkte SA-assaeiilbwehr gegewerticillium dahliae
(Tiamos et al.,, 2005). Die durch BABA-Applikation versték PR-1induktion in
Arabidopsis gegeR. syringaepv.tomatoDC3000 odeBotrytis cinereabenttigt ebenfalls
SA und NPR1, wahrend die verstarkte PapillenbildbagBefall durchPlectosphaerella
cucumerinavon ABA abhangig ist (®N & MAUCH-MANI, 2004; AMMERLI et al., 2000;
2001). Neben Bakterien und Chemikalien kdnnen &itze Priming induzieren. So geht
die durchTrichoderma asperellunT203 in Gurke systemisch induzierte Resistenz mit
einer potenzierten PR-Genexpression nach Pathofgdinb@aher ($10RESH et al., 2005).
Auch die Kolonisierung von Tomatenwurzeln durch Mykizapilze 16st einen syste-
mischen  Schutz gegenPhytophthora parasitica in nicht mykorrhizierten
Wurzelabschnitten aus, der mit einer verstarktenkuikulation von PR-Proteinen

assoziiert ist (Bzo et al., 2002).
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Die oftmals fehlende sichtbare Veranderung auf §kaptomebene durch deeri-
ming-Stimulus vor PathogenbefalAN WEES et al., 2008) lasst die Frage offen, wie der
~geprimte* Status in Pflanzen gehalten wird. Eine Mdglichiket die Akkumulation oder
posttranslationale Modifikation von Zellkomponentemt entscheidenden Funktionen
wéhrend der Signaltransduktion oder Amplifikati@o(RATH et al., 2006). Diesbezlglich
konnte kirzlich die Beteiligung von bestimmten MKRasen an der Etablierung von

Priming gezeigt werden (BcKeRset al.,2009).

1.4 MEHLTAU —EINE AGRONOMISCH RELEVANTE PFLANZENKRANKHEIT

Zu den agronomisch relevanten Phytopathogenen gehdnter anderem Echte
Mehltaupilze der Klasse der Ascomyceten (SchlauzépiBisher bekannt sind etwa 700
Mehltaupilze, die etwa 7600 Angiospermenarten loese konnen. Darunter z. B. der
Mehltaupilz des Getreide8lumeria graminisoder der WeinrebelUncinula necator
(Ripourt, 2009). Kompatible Mehltauarten von ArabidopsisBzGolovinomyces orontii
haben vor allem durch den Modellcharakter der R#amufmerksamkeit erhalten
(Ripout, 2009). Als obligat biotrophe Parasiten bendtigéchte Mehltaupilze zum
Wachstum und zur Vermehrung Wirtszellen lebendi&mRén, auch wenn sich der gréi3te
Teil der Entwicklung, d. h. Hyphenwachstum und $fairon, aul3erhalb der Pflanzen-
zellen auf der Blattepidermis abspielt. Zur Nahsagnahme etabliert der Pilz ein
Ernahrungsorgan innerhalb von Epidermiszellen,Hkasstorium, indem er die pflanzliche
Zellwand mit einem Penetrationskeil durchbrichtetdu dient vermutlich eine Kombi-
nation aus hydrostatischem Druck und dem Ausschesdees Cocktails lytischer Enzyme
(PRYCE-JONES et al., 1999). Die Plasmamembran der Wirtszelbbldabei intakt. Sie
wird jedoch eingestilpt, in ihrer Flache, ihrer @msnensetzung und ihrem Aufbau
verandert und daher als extrahaustoriale Membraeritienet (KTA et al., 1981; IKH et
al., 2005). Visuell zeichnet sich Mehltau durch eweil3es, pelziges Pilzgeflecht auf
Blattern, Halmen und Ahren aus. Im spéateren Bef@tium chlorotisieren und nekro-
tisieren die befallenen Blatter, wobei an den Ratienhsstellen ,griine Inseln“ zuné&chst
stehen bleiben kénnen iG®uUT, 2009). Folgend wird die Interaktion zwischen Gersnd
dem Echten Gerstenmehlt@lumeria graminisf.sp. hordei als eines der Untersuchungs-
objekte dieser Arbeit naher beschrieben. Abschtidgird kurz auf den Entwicklungs-
zyklus vonGolovinomycesuf Arabidopsis eingegangen, da auch dieser inmRahder

vorliegenden Arbeit verwendet wurde.
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1.4.1 ENTWICKLUNG VON BLUMERIA GRAMINISF.SP. HORDEI AUF GERSTE

Die Interaktion zwischen Gerste (Abt. Spermatophidaterabt. Magnoliophyta/
KI. Liliopsida/ Ord. Poales/ Fa. Poaceatmrdeum vulgard..) und Mehltau hat neben der
agronomischen Relevanz Modellcharakter in der moéekn Pflanzenphysiologie, da sich
das diploide Gerstengenom - trotz seiner 5,4 Mdkm Basen - im Vergleich zum hexa-
ploiden Weizen leichter analysieren IassSRASER & ALTSCHMIED, 2001). Gerste wird
heute als Sommer- und Wintergerste in allen genéf8igonen bis in den hohen Norden
angebaut, stellt nur geringe Anspriche an BodenTwmperatur und wird hauptsachlich
als Nahrungsmittel (Brot, Graupen, Gritze), Fugtejde (Gefliigel- und Schweinemast)
sowie zur Bierproduktion genutzt.

Der Echte Gerstenmehltaupilz (R. Fungi/ Abt. Ascomycota/ Kl. Leotiomycetes/
Ord. Erysiphales/ Fa. Erysiphaceae/ B8aumerid Blumeria graminis(DC.) Speer f.sp.
hordei Bgh) ist ein obligat biotropher Ektoparasit der Gersiie extremer Wirtsspezifitat.
Die Verbreitung im Fruhling erfolgt Gber asexuelenidien, wahrend im Sommer zur
Uberbriickung der Vegetationsruhe bis zur Wintersaatinliche Kleistothecien gebildet
werden, in denen Ascosporen heranreifen. Durchl@ugelwerden im spaten Herbst bzw.
im Frahjahr die Kleistothecien gesprengt und diedsporen aktiv ausgeschleudert. Durch
Ausfallgetreide (,Grine Briucke") kariighaber auch in seiner asexuellen Form direkt das
Wintergetreide besiedeln (&we, 2008 und Referenzen).

Der vegetative Entwicklungszyklus beginnt innerhalbn Minuten nach dem
Auftreffen einer Konidie auf einem Gerstenblatt mér Sekretion von Enzymen auf die
Blattoberflache. Diese bereiten moglicherweise Ildiektion und die Entwicklung des
Pathogens vor (RVER et al.,, 1999). Innerhalb von ein bis zwei Stundemmt die
Konidie aus und es bildet sich ein primarer Keintsgbh primary germ tubgePGT).
Dieser dient vor allem der Wirtserkennung, als blg&n und eventuell zur Wasserauf-
nahme, jedoch nicht der Penetratiom\(EARDS, 2002; KUNOH et al., 1979). Die unterhalb
des PGT liegende Epidermiszelle reagiert auf dieskminer Zytoplasmaaggregation und
der Bildung einer Papille (@Rrk et al., 1993). Ein derartiger PGT findet sich e
Blumeria graminis wahrend die folgenden Prozesse bei allen Mehitawasehr &hnlich
ablaufen (GAwe, 2008; RoouT, 2009). Etwa zwei bis drei Stunden nach der Kegnun
bildet die Konidie einen sekundéren Keimschlauclessén Ende sich zu einem
Appressorium differenziert (vgl. Abb. 1.4-2). Mitilfé eines Penetrationskeils, der sich
etwa 10-12 h nach dem ersten Kontakt am Appressaausbildet, lytischen Enzymen wie

Kutinasen und Zellulasen zur Zellwandschwachungmedhanischem Druck versucht der
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Pilz die pflanzliche Zellwand zu durchstofRen ARk et al., 1993; RYCE-JONES et al.,
1999). Sowohl in resistenten als auch in anfalliggnen kommt es an dieser Stelle auf
der Pflanzenseite zu einer Verstarkung der Zellw@apillenbildung), einer Akkumu-
lation von HO, an der Angriffsstelle und zur Produktion von PRt{BInen. Die Auspra-
gung dieser Abwehrmal3nahmen ist in suszeptiblemehigedoch geringerer und tritt
verzogert auf (CARK et al., 1993; HCKELHOVEN & KOGEL, 1998; 2003PETERHANSEL et
al., 1997). Demnach sind vor allem die Geschwingiigkind die Starke der Abwehr-

mafl3nahmen ausschlaggebend fir die Etablierung lReretrationsresistenz.

="

sekundarer

Keimschlauch ab 2 hpi

Inkompatibilitat

Penetration 10-12 hpi

Initiation der '
Haustoriums- 16 hpi B0 o L
bildung \

18-30 hpi

%

6-7dpi Haustorium; HR, Zelltod gestoppte
kompatible Penetration
Interaktion (NPLZ)

Abb. 1.4-2: Vereinfachte schematische Darstellunged Entwicklung kompatibler und inkom-
patibler Interaktionen von Blumeria graminis f. sp. hordel (Bgh) auf Gerste {. vulgare). Die
Entwicklung vonBgh auf Gerste kann schon vor der Penetration z. B:hdeine effektive Papille
oder danach durch einen lokalen Zelltod aufgrumgreHR gestoppt werden (inkompatible Inter-
aktionen). In einer kompatiblen Interaktion Bgh fahig, ein Haustorium auszubilden und seine
Entwicklung zu vollenden. AP = Appressorium; HAUHaustorium; NPLZ = nicht penetrierte
lebende Zelle; Darstellung verdndert naclcKELHOVEN et al., 1999.
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Schlagt ein erster Penetrationsversuch fehl, ekedtisich ein zweites oder sogar ein
drittes Appressorium durch Verzweigungen des sekuernd Keimschlauches ORDAL-
CHRISTENSENEet al., 1999). Generell verfligt jede Gerstenpiaiilzer eine unterschiedlich
stark ausgepragte, rassenunspezifische Penetras®sienz gegeBgh von ca. 30-50 %
(HUCKELHOVEN et al., 1999). Bei erfolgreicher Penetration ieiti Bgh innerhalb der
nachsten vier Stunden die Bildung eines Haustoriunis fingerformigen Auslaufern,
letztere ein Charakteristikum der GattuBlgmeria(RipouT, 2009). Auch an dieser Stelle
kann die Weiterentwicklung des Mehltaus abgewehlatden. Dies erfolgt, indem ent-
weder die penetrierte Zelle oder grél3ere Bereickse uhterhalb dieser liegenden Meso-
phylls mit einem programmierten Zelltod dem Pilz dtrndhrungsgrundlage entziehen
(BoyD et al., 1995; ICKELHOVEN et al., 1999). Ist dies nicht der Fall, entwickadir Pilz
Sekundarhyphen, die sich weiter verzweigen, ihiersa Wirtszellen eindringen und
Sekundarhaustorien bilden &Rk et al., 1993; ®ouT, 2009). Nach vier bis acht Tagen
bildet Bgh extrazellulare Konidientrager (Konidiophore), dipofenketten mit jeweils
etwa acht Konidien hervorbringen. Stets die obdfstaidie reift aus, 16st sich ab und wird
durch den Wind verbreitet (BouT, 2009).

Aus Gerste gegen Mehltau bekannte Resistenzgerjso#adieren u. a. dévila-
Lokus (mildew locus a240 kbp; Wi et al, 1999), das semidominant vererbte Resistenz-
genMlg (GOrGet al., 1993; SHIFFER et al., 1997) und denlo-Lokus (STOLZENBURG et
al., 1984). DerMla-Lokus umfasst insgesamt 11 Resistenzgene vom NBS-Lyp, die
vor allem HR-Resistenzphanotypen vermitteln undzoieoftmals auf das RAR1 Protein
(required for Mla-specified resistancangewiesen sind (z. Blla 12, nicht jedochMlal
oder Mla7) (FREIALDENHOVEN et al., 1994; 8HULZE-LEFERT & VOGEL, 2000; TORP &
JORGENSEN 1986; AHou et al., 2001). DidVllg vermittelte Resistenz geg&ghder Rasse
A6 ahnelt der chemisch durch DCINA induzierten Besiz hinsichtlich einer grof3en Zahl
effektiver Papillen und einer nachfolgenden friilk@meelzell-HR (KOGELet al., 1994). Im
Fall von MLO wird angenommen, dass es sich um einen gener8l&gressor von
Abwehrreaktion handelt (BcHGESet al., 1997). Demlo Lokus bedingt in dafiir homo-
zygoter Gerste eine vollstandige und sehr stabdeefationsresistenz gegen fast alle
naturlichen Mehltaurassen, einhergehend mit emeYergleich zum Wildtyp schnelleren
und starkere Akkumulation von,B,, PR-Genen und Phytoalexinen(&kELHOVEN et al.,
1999; RETERHANSEL et al., 1997; S0LZENBURG et al., 1984yON ROPENACK et al., 1998).
Im Mesophyllgewebe unterhalb attackierter Epidereiien erfolgt zudem ca. 60 Stunden

nach Inokulation zusatzlich eine ZelltodreaktionF(RNELLI et al., 2002). Zugleich
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verursachimlo eine erhohte Anfalligkeit gegen hemibiotrophe ue#rotrophe Pilze wie
Bipolaris sorokinianaund Magnaporthe griseaJAROSCH et al., 1999; KIMAR et al.,
2001).

1.4.2 ENTWICKLUNG VON GOLOVINOMYCES ORONTII AUF ARABIDOPSIS THALIANA

Fur Arabidopsis sind mindestens drei Mehltauarteschrieben, die diese Pflanze
erfolgreich besiedelnGolovinomyces(syn. Erysiphg cichoracearum Golovinomyces
orontii und Golovinomyces cruciferarurfiVoGEL & SOMERVILLE, 2002). Eine genauere
Analyse des Keimungs- und BesiedlungsprozessessvanchoracearumJCSC1, einem
nahen Verwandten vo@. orontii (ADAM et al., 1999), wurde u. a. VOrbAM & SOMER-
VILLE (1996) durchgefuhrt. Konidien dieses Pathogend demnach ovoid-ellipsoid und
bilden auf suszeptiblen Linien wie dem Okotyp Cahdch 1-2 Stunden an einem Ende
einen Keimschlauch aus. Wie igghreagiert die Pflanze hierauf mit der Ausbildungeein
Papille, wobei diese das weitere Wachstum des $jemoch nur selten stoppt §AM &
SOMERVILLE, 1996). Ausgehend vom primaren Keimschlauch draegt Pilz nach etwa
funf Stunden mit einem Penetrationskeil durch dianzliche Zellwand und nach etwa
neun Stunden kommt zur Ausbildung eines ovalen tdausns. Oftmals bildet sich
innerhalb der ersten 24 Stunden bereits ein zwKiggmschlauch am gegenuberliegenden
Ende der Spore. In den folgenden drei bis vier magglangern und verzweigen sich die
Hyphen des primaren als auch des sekundaren Kemusties und bilden Haustorien in
weiteren Zellen. Zudem beginnt die Ausbildung vamKlientragern (Konidiophoren) mit
Konidienketten (n = 3-5). Nach ca. funf Tagen giinel sich bildenden Kolonien als weil3er
Belag sichtbar und erste Konidien schniren sicth reteva sieben Tagen ab. Auf der
Pflanze lassen sich in den ersten 10-12 Tagen hauitulation keine bzw. kaum mit
bloRem Auge sichtbare Abwehrreaktionen (Chlorosger dlekrosen) beobachtenfAv
& SOMERVILLE, 1996). Es kommt jedoch folgend zu friher auftrxdesn Seneszenzerschei-
nungen wie sich ausbreitenden Chlorosen, Dehydriemmd Nekrosenbildung.

AbwehrmalRnahmen von Arabidopsis gegen Mehltau leerduf SA-abhéngigen
Mechanismen, die in infizierten Blattern das Waghsvirulenter Mehltaustdmme zumin-
dest limitieren (EWDNEY et al., 2000; RUBER et al., 1998). Derartige, die Fitness des
Pilzes negativ beeinflussende Reaktionen, sind je@och nicht mit Zelltodreaktionen

assoziiert (BANDRAN et al., 2009).
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1.5 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Zielsetzung der hier vorliegenden Arbeit war es ainen, die molekularen Grund-
lagen der durch den EndophytBiriformospora indicainduzierten systemischen Resis-
tenz gegen Echte Mehltaupilze aufzuklaren und déeteiligte Signalwege zu identi-
fizieren. Des Weiteren sollten auch der Einfluss Badophyten auf die morphologische
Entwicklung seiner Wirte analysiert und die Besied) der Pflanzenwurzel genauer
charakterisiert werden. Dies sollte erlauben, Ahilfsgse Uber die Etablierung der hier
vorliegenden Symbiose zu erhalten. Hauptuntersugguabjekt fur diese Fragestellungen
sollte die Interaktion vorP. indica mit Gerste darstellen, zusatzlich jedoch auch die
Interaktion in Arabidopsis néaher betrachtet werdestzteres sollte zum einen erlauben,
die fUr diese Pflanze im gro3eren Mal3stab vorhasmémformationen und Mutantenlinien
zu nutzen. Zudem sollte so ermdglicht werden, ditekie von P. indica in einer
monokotylen und einer dikotylen Pflanze direkt mngteichen.

Die Identifikation der molekularen Grundlagen deurath P. indica induzierten
systemischen Resistenz in Gerste sollte durch €meskriptomanalyse mit Hilfe des
Affymetrix Barleyl GeneChip erfolgen. Der mégliche Einfluss hierbei identiétr,
durch P. indica regulierter Gene auf diBgh-Penetrationsrate sollte im Anschluss durch
TIGS (ransient induced gene silencingrmittelt werden. Weiterhin galt es, die Resigten
induktion von P. indica gegen den biotrophen Mehltaupi@olovinomyces orontiin
Arabidopsis zu etablieren. Dies sollte folgend dgenwerden, um an der Resistenzaus-
pragung beteiligte Signalwege durch die spezifisghalyse von Mutanten identifizieren
zu konnen. Gleichzeitig sollte auch in Arabidopsiberpruft werden, ob sich die
Besiedlung mitP. indica systemisch auf das Expressionsmuster ausgewaGieere
auswirkt. Der Einfluss voR. indicaauf die Spross- und Wurzelentwicklung sollte mshtl
als auch in Abhangigkeit von der eingesetzten ltatlansdichte durch Wachstumsstudien
eruiert werden. Um fur die Besiedlung durch dendpigten und die Interaktion in der
Wurzel notwendige Signalkomponenten identifizierea konnen, sollte zudem die
Besiedlung verschiedener Phytohormonmutanten vadidopsis mitP. indicaanalysiert
werden.

Im gréReren Zusammenhang betrachtet, sollten sodiehimolekularbiologischen
als auch die morphologischen Studien dazu beitragekenntnisse Uber die bei der
Besiedlung und der Beeinflussung der Pflanze dupclindica zugrunde liegenden
Mechanismen und Signalwege zu erhalten, um neuat&msnkte zur Eindammung von

Pathogenen fur den nachhaltigen Pflanzenschutdentifizieren.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

Die wéhrend der Erstellung dieser Arbeit verwende@hemikalien und Labor-
materialien wurden von den Firmen Roche DiagnodiiMdannheim, Deutschland (D)),
Sigma-Aldrich (Minchen, D), Roth (Karlsruhe, D), Mk (Darmstadt, D) und Difco
Laboratories (Heidelberg, D) bezogen. Verbrauchsriaien lieferten Sarstedt (Nirnberg,
D) und Greiner (Solingen, D). Die Herkunft der vendeten Geréte und die Zusam-
mensetzung der verwendeten Puffer und Néhrmedied Bei der Beschreibung der

jeweiligen Methoden angegeben.

2.1 PFLANZENMATERIAL UND ANZUCHTBEDINGUNGEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl mit Gersterfleum vulgargals auch mit

Arabidopsis thaliangkurz: Arabidopsis) gearbeitet.

2.1.1 HORDEUM VULGARE (GERSTE)

Fur die hier durchgefihrten Experimente wurden $ov&erstensamen der Sorten
Golden Promise und Pallas (Vermehrung IPAZ, Giell2mder IPK, Gatersleben, D)
sowie transgendNPRIRNAI-Pflanzen (Hintergrund: Golden Promise; zurrfdgung
gestellt von G. Langen und V. Babaeizad) verweridigtse wurden oberflachensterilisiert
(2 min 70 % Ethanol; 1,5 h 6 % Natriumhypochlorid; h waschen in Wasser mit
mindestens dreimaligem Wasserwechsel) und fur msteds 3 Tage auf mit 1 mM Ca$O
befeuch-tetem Filterpapier in einer feuchten Kammangekeimt. Die weitere Anzucht
erfolgte je nach Versuchsziel steril in Glasern #MS-Agar (0.4 % Gelrite, %2 Konzen-
tration MS-Salze (MRASHIGE & SKOOG, 1962, Sigma-Aldrich), in Topfkultur in Erde
(Terreau Professional GEPAC Einheitserde Typ EDZ8). einem 2:1 Seramis:Oil [¥i
Gemisch (Seramis, Masterfoods, Verden, D; Oil®Pfamolin, Mettmann, D) oder in
hydroponischer Kultur (vgl. Kap. 2.8.5, Tabelle-2)1 Die in Seramis:Oil Dfi getopften
Pflanzen wurden einmal nach zwei Wochen mit einge-igen Nahrstofflésung gediingt
(20 ml/Topf; Wuxal Top N, Schering, N/P/K: 12/4/&ahrend das Medium hydroponisch
angezogener Pflanzen alle drei Tage gegen frismhggewechselt wurde. Unabhangig von
den Substratbedingungen erfolgte die Anzucht intédaynmern bei 18/22 °C, 60 %
relativer Luftfeuchte und einer Lichtperiode vonH @it einer Photonenfluxdichte von ca.
300 pmol/(n*s). Als Lampen dienten im Verhéltnis 4:1 Osram 8830 Lumilux
Warmwhite und Osram L30 W77 Fluora.
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Tabelle 2.1-1: Nahrstoffzusammensetzung in der Hyakultur

1000*Stammldsung Endkonzentration Néhrlésung
Makroelemente
Ca(NQGy),*4H,0 1M 4 mM N
K,SO, 0,5M 1 mMK
KH,PO, 0,2M 0,2mMK;0,2mMP
MgSQ*7H,0 0,6 M 0,6 mM Mg
CaC}, 0,5M 5 mM Ca
Fe-EDTA 0,2M 0,2 mM Fe
Mikroelemente
H;B0; 1mM 1uM
MnSO,*H ,O 0,5 mM 0,5 uM
ZnSQ*7H,0 0,5 mM 0,5 uM
CuSQ 0,3 mM 0,3 uM
(NH4)sM0,0,4 0,01 mM 0,01 uM

2.1.2 ARABIDOPSISTHALIANA

Arabidopsissamen wurden vor Verwendung stets dldréinsterilisiert (Inkubation

der Samen fur 15 min in 3 % Natriumhypochlorid-Légu3x waschen mit autoklaviertem

Wasser). Zur Anzucht wurden die Samen steril alM$5-Agar ausgelegt, fir 48 h bei

4°C gelagert und anschlieRend fir 7-14 Tage inrddgtokammer angezogen: 8 h Licht
(fluorescent cool white, Toshiba FL40SSW/37, c& u8nol/(nf*s) Photonenfluxdichte)/
16 h Nacht, 22°C/18°C, 60% relative Feuchtigkest.ndch Versuchsziel (vgl. Kap. 2.9)

verblieben die Pflanzen nachfolgend in Sterilkuduf agarhaltigem Medium oder wurden

in eine 1:1 (v:v) Sand:Topferde-Mischung (N&hrstoffzentration der Erde = N:P:K =
150:150:250 mg/L) bzw. ein 1:1 Sand:Oil BGemisch (Quartzsand 0.1-0.5 mm; Oil
Dri® Damolin, Mettmann, D) umgesetzt. Die Anzuchtsbgditgen blieben gleich.

% MS-Agar
0,26-4 % Gelrite-Agar

% Konzentration MS-Salze (MRASHIGE&

SKOO0G, 1962, Sigma-Aldrich)

¥ MS'-Agar

0,26-4 % Gelrite-Agar

Y% Konzentration MS-Salze (MRASHIGE &
SKOO0G, 1962, Sigma-Aldrich)

1% Saccharose

0,01% Casaminosauren
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Tabelle 2.1-2: Liste verwendeter Arabidopsis-Linien
NASC = Nottingham Arabidopsis Stock Centdrile der Informationen entstammen der TAIR-
Datenbank (www.arabidopsis.org). NTS = Nukleustigtetionssignal

Linie Bezeichnung, Kurzbeschreibung Bezugsstelle Literaturquelle
Columbia . NASC
(Col-o) | Wildyp N1092
coronatine-insensitive F-Box-Protein mit | B. Hause, Leibniz- | CHINI et al.,2007;
C0i1-16 Missense-Mutation, COI1: zentrale Insitut fir Pflanzen-| ELLIS & TURNER,
Komponente des JA-Signalweges biochemie, Halle, D 2002
otri-1 constiuive tripple responsel-CTR1: NASC KIEBER et al.,
negativer Regulator des ET-Signalweges| N8057 1993
death no defencelMutation im Stopcodon
descyclic nucleotide-gated ion channel BALAGUE et al.,
dndl AtCNGC2, konstitutiver SAR-Phanotyp mit'\IASC 2003; G:',\‘GERet
- y : N6523 al., 2008Yu et
konstitutiv erhéhten SA-Konzentrationen, al. 1998 2000
zeigt Gen-fur-Gen-Abwehr ohne HR " '
ethylene-insensitive2-EIN2: GUZMAN &
an2-1 Kopmponente des ET-Signalweges NASC ECKER, 1990;
unterhalb von CTR1, nicht benétigt fur N8844 ZIPFELet al.,
flg22 induzierte Resistenz 2004
etylene overproducerl NASC Sgig:nggo-
etol-1 ETOL: negativer Regulator von ACS5, ' '
. . N3072 YosHIDA et al.,
einem Enzym der Ethylenbiosynthese 2005
CHAE et al.
etylene overproducer, 3 NASC . '
eto3 erhohte Stabilitat von ACS9 N8060 2003;WoEsTEet
al., 1999
atrl-3 etylene receptorl;3 NASC BLEECKEREet al.,
ETR1: membranstammiger Etylenrezeptgr N3070 1988
. jasmonate-resistantl; JAR1: JA-Amino- | NASC SFAS\_N'CK etal.,
Jarl-1 Synthethase, Teil des JA-Signalweges N8072 1992;Sraswick
’ & TIRYAKI, 2004
. . jasmonate-insensitiveMYC2: BERGEREet al.,
Jrln ni;‘ lias Transkriptionsfaktor, erhdhte Resistenz m'i‘58107005 1996; LORENZO
Y gegen nekrotrophe Pathogene et al., 2004
. jasmonate overexpressinglOEL: Lokus | NASC JENSENet al.,
joel : L . )
involviert in verstarktr JA-Signalgebung | N57949 2002
Uberexpression einer SA-Hydroxylase Yves Marco, GAFFNEY et al.,
NahG hydrolysiert SA zu Catechol), keine SA- | Toulouse, 1993; LAWTON et
ydroly
Akkumulation nach Stimulus Frankreich al., 1995
nonexpressor of PR-Genesl
NPR1: ankyrinhaltiges Regulatorprotein Cao et al., 1994;
. . 1997;
nprl-1: Nullmutante (Missense-Mutation, ' ]
. S i NASC DONG, 2004,
e Alas | Helidn SS8) mimee SN und SA- | N7 fpriy | Gasesnooke
b N3802 fipr1-3 al., 1996; 2003;
nprl1-3: Deletion von 194 Aminosauren der LEON-REYES et
NTS, cytosolische Funktion teilweise al., 2009
erhalten, reduzierte PR-Genexpression
phytoalexin deficientd, PAD3: P450 NASC
pad3-1 Monooxygenase zur Umwandlung von ZHou et al., 1999
. o . N3805
Dihydrocamalexinsaure zu Camalexin
. . - S Ausubel F. M., DEWDNEY et al.,
§d2-2 SA |ndu_ctlon-def|C|ent2;2\/Iutgtlon in der Dep. of Genetics, | 2000; NAWRATH
o Isochorismatsynthase I, verringerte SA- . .
Aliasicsl, . ) Massachusetts & Métraux,1999;
Akkumulation und PR-Geneexpression, )
eds16-1 N o . General Hospital, | WILDERMUTH et
erhohte Susceptibilitdét gegén syringae USA al 2001
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2.2 KULTIVIERUNG UND ERHALTUNG VERWENDETER PILZSTAMME

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem mutualisschiEndophyterPiriformo-
spora indicasowie den Pflanzenpathoger®inmeria graminid. sp.hordei A6, Golovino-

myces orontiundFusarium graminearungearbeitet.

2.2.1 PIRIFORMOSPORA INDICA

Bei den hier durchgefiihrten Versuchen standen zZe@ate vonP. indica zur
Verfigung, wobei i. d. R. das IsolRt indicaDSM11827 aus der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig eihgesetzt wurde. Fir die Transkriptom-
analyse in Gerste (vgl. Kap. 2.8.2) und die Res@asts in Arabidopsis (vgl. Kap. 2.9.3)
wurde jedoctP. indicaJE1, zur Verfiigung gestellt von Dr. Ralph Olmilléena, D, verwen-
det. Beide Isolate stammen vom Ursprungsisolat darsindischen Thar-Wiste von 1997
(VERMA et al., 1998). Chlamydosporen der Isolate wurden8fe°C als Glyzerolstock gela-
gert und zum Erstellen von Masterplatten - durclsseichen von Glyzerolstockkultur auf
eine Agarplatte - genutzt. Diese Masterplatten téierals Ausgangs-material zur Anzucht
groRerer Mengen an Pilz fur die hier durchgefuhNensuche. Die Kultivierung erfolgte in
flissigem bzw. auf mit Agar versetztem modifizient&spergillusMinimalmedium ¢omplex
medium CM, verandert nachHAm et al., 2004a) bei Raumtemperatur (RN $echs bis acht

Wochen.

Zusammensetzung (1 1) 20 x Salzlésung Mikroelemente

20 x Salzlésung 120 g NaNQ@ 6 g MnC} x 4H,0

20 g Glucose 10,4 g KCI 1,5 g HBO;

2 g Pepton 10,4 g MgSQ@x 7H,O 2,65 g ZnSQx 7THO

1 g Hefe-Extrakt 30,4 g KHPO, 750 mg Kl

1 g Casamino-acid ad 1 | HOyest 2,4 mg NaMO, x 2H,0O
1 ml Mikroelemente 130 mg CuS@x 5H,0
950 ml dest. Wasser ad 1 | HOyest

optional: 15g Agar-Agar

2.2.2 BLUMERIA GRAMINISF. SP. HORDEI A6

Der hier verwendete Echte GerstenmehlBlumeria graminisf.sp. hordei A6
(Bgh) stammt urspriinglich von Dr. J. H. Jgrgensen, Adural Research, Risg National
Laboratory, Roskilde, Danemark. Zur Erhaltung deshNaus wurden sechs Tage alte
Gerstenpflanzen der Sorte Golden Promise mit Kenidies Pathogens bestaubt. Nach
weiteren sieben bis acht Tagen bildeten sich ae$ei Pflanzen frische Konidien, die

erneut zur Vermehrung oder fur die hier durchge#ihkersuche verwendet wurden.
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2.2.3 GOLOVINOMYCES ORONTII

Der ArabidopsismehltaGolovinomyces orontiwurde von Ralph Panstruga, MPI
Kdln, D, zur Verfigung gestellt. Die Erhaltung udck Bereitstellung des Mehltaus fir
Versuche erfolgten durch stadndige Neuinokulation vr Wochen alten, in Erde ange-
zogenen hypersuszeptiblpad4-1Arabidopsispflanzen [®BERet al., 1998) mit frischen
Konidien des Pathogens. Hierzu wurden mit einemefeiPinsel Konidien von befallenen

auf neue Pflanzen Gbertragen.

2.2.4 FUSARIUM GRAMINEARUM

Hier verwendet wurde defusarium graminearunStamm 1003, zur Verflgung
gestellt von Wilhelm Schéafer (Hamburg, D). Die Vetmung erfolgte durch Tropfen einer
Sporenlésung (50.000 Sporen/ml, 5 Tropfen pro Algig mit d = 9 cm) auf SNA-Agar
(slight nutrient agay und weiterer Kultivierung bei RT. Neu gebildeteri{dien konnten
nach 7-10 Tagen abgeschwemmt und zur Inokulatiorutge bzw. zur Erhaltung bei
-80 °C gelagert werden.

SNA-Agar (11

1 g KH,PO,

1 g KNGO,

0,59 MgSQ@Qx 7 H,O
0,5 g KClI

0,2 g Glucose

0,2 g Saccharose
14 g Agar-Agar

2.3 INOKULATION VON PFLANZENWURZELN MIT P.INDICA

Die Inokulation von Gerste oder Arabidopsiswurzelih P. indicaerfolgte entweder
mit einer Chlamydosporensuspension oder mit zer&tleem Myzel. Um Pflanzen mit

abgetdtetem Pilz zu inokulieren wurde das Pilznmtéir 30 Minuten autoklaviert.

2.3.1 |INOKULATION MIT EINER CHLAMYDOSPORENLOSUNG

Um Pflanzenwurzeln mit einer Chlamydosporenlosuag R. indica zu inokulie-
ren wurden selbige von 6-8 Wochen alten, Ritindica bewachsenen Agar-Platten mit
einer 0,05 %-igen Tween 20-Losung abgeschwemmgthditiracloth filtriert (22-25 um
Maschenweite, Merck Chemical Ltd, Nottingham, Endlaund durch dreimaliges Zentri-
fugieren (3000g, 7 min) und jeweils erneutes Sudigeen in Tween-LOsung aufgereinigt.
Wenn nicht anders angegeben wurde eine Konzentratino 500.000 Sporen/ml verwen-

det. Die Inokulation erfolgte durch direkte Inkubat der Pflanzen in dieser Lésung
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(10 min bis 2 h) oder durch die Zugabe einer deften Menge der Lésung auf das bzw. in
das Substrat der entsprechenden Pflanzen (Datiks Binzelversuche).

2.3.2 INOKULATION MIT MYZEL

Fir eine Inokulation mit Myzel wurde der Pilz iniBsigmedium fur 6-8 Wochen
aerob schittelnd angezogen, das Myzel grindlichMaisser gewaschen, anschlie3end in
einem Mixer homogenisiert und je nach Versuch aoé é&onzentration von 1,5 bis 3 g
Pilz pro 20 ml Wasser eingestellt. In dieser Myasfgension wurden vorgekeimte Gersten-
keimlinge fur 2 Stunden inokuliert und anschlielBemd&and:Seramis getopft (vgl. Kap.
2.1.1).

2.4 PATHOGENINOKULATION UND BONITIERUNG DES BEFALLS

2.4.1 INOKULATION UND BONITIERUNG DES BEFALLS VON ARABIDOPSIS MIT

G. ORONTII

Inokulation von Arabidopsis mit G. orontii

Die Inokulation von Arabidopsispflanzen mit Mehltarfolgte durch Sprihin-
okulation. Zur Herstellung der Inokulationslésungirden Mehltaukonidien stark mit
G. orontii infizierter Arabidopsisblatter mit 0.02 % Tween-Rsung abgewaschen und
die Lésung auf 5xT0Konidien*mI* eingestellt. Diese Lésung wurde direkt auf die zu
inokulierenden Pflanzen gespruht. Die Inokulatiodisig betrug hierbei 4 bis 6 Konidien
pro mnf und wurde mittels einer neben den bespriihten Bftarausgelegten Fuchs-

Rosenthal Zahlkammer Uberpruft.

Bonitierung des Befalls mitG. orontii

Das Pathogenwachstum wurde mikroskopisch durch dem von Konidiophoren
pro Myzel 5 dai und durch die Bestimmung der Anzau gebildeter Konidien pro Blatt-
frischgewicht (10 dai) evaluiert. Zum Z&hlen dernikbophoren pro Myzel wurden die
Blatter 5-6 Tage nach der Inokulation zunachstfixund entfarbt (Ent-/ Farbemethoden
siehe Kap. 2.5). Anschliel3end wurden die Pilzstmgt mittels essigsaurer Tinte ange-
farbt und mikoskopisch im Durchlicht (Halogenlamf2,V, 100 W, Axioplan 2 Imaging-
Gerét, Zeiss, Oberkochen, D) ausgewerfeim Bestimmen der Anzahl neu gebildeter
Konidien wurden ausgewahlte Blatter abgeschnittbn,Gewicht bestimmt, die Konidien
durch starkes Schutteln der Blatter in einem defteim Volumen 0,01 %iger Tween-L6sung

abgewaschen und ihre Anzahl mit eifR@ichs-Rosenthaahlkammer bestimmt.
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2.4.2 |NOKULATION UND RESISTENZTESTS VON GERSTE MIT BLUMERIA GRAMINISF. SP.

HORDEI A6 (BGH)

Inokulation von Gerstenpflanzen mitBgh

Zur gleichmafigen Inokulation ganzer Gerstenpflanzait Bgh wurde ein
Inokulationsturm verwendet. Versuchspflanzen wurdemen Turm gestellt und durch
Abpusten vonBghinfizierten Pflanzen mit deutlichen Konidientrage(Pusteln) Uber
ihnen (Abstand ca. 60 cm) mit dem Pathogen infiziene gleichmafiige Verteilung der
Konidien wurde durch eine rasche Verwirbelung deft km Turm mit Hilfe eines Stiick
Pappe und anschlie3ender kurzer Wartezeit (ca.n? gawahrleistet. Die Inokulations-
dichte wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal Zahikaer Uberprift und betrug zwischen
100-140 Sporen/mMm Bis zur Ernte verblieben die inokulierten Pflamzeie unter 2.1.1
beschrieben.

Bestimmung der Resistenz von Gerste geg&uyh (Blattsegmenttest)

Zur Bestimmung der Mehltauresistenz unterschiediiehandelter Gerstenpflanzen
(vgl. Kap. 2.8.2ff) wurden Blattsegmenttests duedfiigrt. Dazu wurden die jingsten voll
entwickelten Blatter entsprechender Pflanzen can2/om Halm entfernt abgetrennt und
7 cm grofRe Fragmente mit der adaxialen Seite naeh auf Wasseragarplatten (0,75 %
Agar-Agar, 0,02 % Benzimidazol) ausgelegt. Jeweis bis 36 Blatter pro Variante
wurden gemeinsam unter einem Inokulationsturm Wwiendoeschrieben mgh-Konidien
inokuliert (ca. 8-12 Sporen/nfinund nach sechs Tagen die Anzahl gebildeter Rusatfl
den mittleren 5 cm pro Blatt mit Hilfe eines Starekroskops ausgezabhilt.

2.4.3 |NOKULATION VON GERSTENWURZELN MIT FUSARIUM

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur mit abgetotetpar& vonF. graminearum
gearbeitet. Die Pilzsporen wurden von 14 Tage &ltesariumAgarplatten (vgl. 2.2.4) mit
Tween-Wasser (0,05 %) abgeschwemmt, tUber 4-lagigkbiden filtriert und anschlie-
Bend durch dreimaliges Zentrifugieren (5 min, 3P0nd jeweils erneutes Suspendieren
in Tween-Wasser gewaschen. Das Abt6ten der Spofelgte durch 30-minttiges Auto-

klavieren der auf 150.000 Sporen/ml eingestelltpar&suspension.
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2.5 FIXIER - UND FARBEMETHODEN

2.5.1 FIXIERUNG UND ENTFARBUNG VON PFLANZENMATERIAL

Die Fixierung und Entfarbung von pflanzlichem Blathd Wurzelmaterial erfolgte
in Fixierlosung bestehend aus Ethanol (80 % v:Wipo@form (20 % v:v) und 1,5 g/l Tri-

chloressigsaure.
2.5.2 FARBUNG PILZLICHER STRUKTUREN

Farbung mit WGA Alexa Fluor® 488 {Wheat Germ Agglutinin)
Die Farbung pilzlicher Zellwande durch WGA Alexai6f® 488 (Molecular Probes,

Karlsruhe, D) wurde genutzt, um Pilzmaterial an umdNurzeln sichtbar zu machen.
Fixierte Wurzeln (vgl. Kap. 2.5.1) wurden zunéctist2 Minuten in 10 % Kaliumhydro-
xid gekocht und anschliel3end mit 1 x PBS-Pufferagslien, bis sich wieder ein neutraler
pH-Wert von ca. 7-7,5 eingestellt hatte. Folgendden die Wurzeln in der Féarbelésung
fur 3 x 1 Minute in einem Vakuum und noch 10-30tex Minuten bei RT inkubiert. Um
pflanzliche Zellwdnde besser sichtbar zu machenidevuder Féarbeldésung Kongorot
(Endkonzentration: 10 pg/ml) zugefugt. Fur die Faszenzbeobachtungen wurde ein
Epifluoreszensmikroskop (Axioplan 2, Zeiss, Obetat D) mit einer Anregungs- bzw.

Detektionswellenl&ange von 470/20 nm bzw. 505-530/anwvendet.

Edrbel6sung 1 x PBS-Puffer (pH 7.4)
5 ml 1 x PBS-Puffer (pH 7,4) 0,2gKC
50 pg WGA Wheat Germ Agglutin)n 0,2 g KHPO,
Alexa Fluof® 488 1,15 g NaHPO,
50 ug Kongorot mit H,Ogesrauf 1 | auffiillen

0,05 % Silwet I-77

Farbung mit essigsaurer Tinte und Calcofluor

Die Farbung pilzlicher Strukturen auf Pflanzenldéitmittels essigsaurer Tinte und
Calcofluor erfolgte direkt vor der Mikroskopie. Fdre Farbung mit Tinte wurde zuvor
fixiertes Blattmaterial fur 60-90 s in der Farbeidg (Blaue Tinte [Pelikan 3001, Pelikan,
Hannover, D]: 25 % Essigsaure 1:9 [v:v]) inkubiend anschlieRend kurz in Wasser ge-
schwenkt. Bei der Farbung pilzlicher Strukturen @dlcofluor Eluorescent Brightener
28, Sigma) wurde das Material zuvor nicht fixiesgndern direkt in der Farbel6sung
(0,3 % Calcofluor) fur ca. 60 s inkubiert und ansfdend zum Entfernen Gberschissiger

Farbe ebenfalls kurz in Wasser geschwenkt.
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2.6 MOLEKULARBIOLOGISCHE STANDARDMETHODEN

2.6.1 DNA-EXTRAKTION

Die Extraktion genomischer DNA aus Pflanzenmategidblgte i. d. R. nach der
Methode von DYLE & DoYyLE (1990). Neben dieser Methode wurde auch eine CTAB-
Methode eingesetzt. Dies diente der laborinternereMheitlichung der Versuchsbedin-

gungen fir die in Kapitel 2.9.2.2 beschriebenenefxpente.

DNA-Extraktion nach DoYLE & DoyLE (1990)

Etwa 200 mg gemorsertes Pflanzenmaterial wurde 70@t pl Doyle & Doyle-
LAsung versetzt, durch leichtes vortexen vermigcidlt fir 30 Minuten bei 65 °C inkubiert.
Folgend wurde die Probe mit 700 ul 24:1 (v:v) Chform:lsoamylalkohol (CIA) versetzt,
5 Minuten geschwenkt, anschlieRend zentrifugiestr(iin, 10.000 rom, RT) und die wass-
rige, obere Phase in ein neues Gefald Uberfihrdieger wurden noch einmal 600 ul CIA
pipettiert und der Aufreinigungsschritt wie zuvoiederholt. Anschlielend wurde die
DNA durch Zugabe von Salzen (60 pl 1,5 M Ammoniuatatund 50 pl 2,5 M Natrium-
acetat) sowie 500 ul Isopropanol fur 20-30 Minudeih Eis ausgefallt, das Pellet mit 70 %
Ethanol gewaschen und anschlieRend luftgetrockdietgetrocknete DNA wurde in TE-
Puffer mit 0,2 pg RNAse A bei 37 °C fur 30 Minutgaldst, kurz abzentrifugiert und in
ein frisches Gefald tberfuhrt.

100 mM Tris-HCI (pH 8,0) 5 mM Tris-HCI pH 8,0
20 mM EDTA (pH 8,0) 1 mM EDTA

1,4 M NaCl

2% CTAB

1 % NaS;0s

0,2 %p-Mercaptoethanol (frisch hinzufiigen)

DNA-Extraktion nach der CTAB-Methode

Bei dieser Methode wurden 200-300 mg gemorserteterda mit 900 pl vorge-
warmtem (65 °C) CTAB-Extraktionpuffer vermischt,-80 Minuten bei 65 °C im Wasser-
bad inkubiert und nach kurzem Abkuihlen (4-5 minh 450 pl Chloroform:lsoamylalkohol
(24:1) versetzt. Nach 5-10 Minuten schwenken urchfedgender Zentrifugation (15 min,
10.000 rpm, RT) wurde die obere Phase abgenommenden Aufreinigungsschritt
wiederholt. AnschlieRend wurde die obere Phaserinmneues GefaR mit @ RNase A
(10 mg/ml) Uberfihrt, 30 Minuten inkubiert (RT), tm600 pl Isopropanol vorsichtig

vermischt und erneut fir 20 Minuten inkubiert. Daesgefallene DNA wurde durch
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Zentrifugation pelletiert (30 min, 13.000 rpm, RINd anschlie3end zunachst mit WASH
1 (75 % Ethanol, 0,2 M Natriumacetat) und folgend WASH 2 (75 % Ethanol, 10 mM
Ammoniumacetat) fur jeweils 20 Minuten aufgereiniDas luftgetrocknete Pellet wurde
abschlie3end in 30-50 pl TE-Puffer (s. 0.) gelost.

CTAB-Extraktionspuffer

100 mM Tris (pH 7,5) Anmerkung:

700 mM NacCl Diesen Puffer stets frisch ansetzten und
50 mM EDTA (pH 8,0) CTAB sowiep-Mercaptoethanol erst nach
1% CTAB, Erwéarmen auf 65°C zugeben.

140 mMB-Mercaptoethanol

2.6.2 RNA-EXTRAKTION

Vor der Extraktion von Gesamt-RNA aus Blattmatevialrde dieses in flissigem
Stickstoff gemorsert und bis zur Verwendung bei <80 gelagert. Die Extraktion der
Gesamt-RNA erfolgte nachdGEMANN et al. (1987) oder durch Verwendung von TRIzol
(Invitrogen, Karlsruhe, D). Mogliche DNA-Kontamimahen wurden unabhangig von der
Extraktionsmethode mittels DNAsel-Behandlung mifédldes RNeasy Mini Kits (Qiagen,
Hilden, D) nach Angaben des Herstellers verdaut.

Extraktion von Gesamt-RNA nach LOGEMANN et al. (1987)

Fur das Protokoll nachdGEMANN et al. (1987) wurden ca. 200 mg gemadrsertes
Material mit 1,5 ml RNA-Extraktionspuffer versetgut durchmischt und anschliel3end

200 ml Chloroform hinzugegeben.

RNA-Extraktionspuffer H,0O DEPC-Wasser

38 ml Phenol in gesattigtem Puffer H,O0gest+ 0,1 % [v:v] DEPC

11,82 g Guanidin-Thiocyanat (Diethylpyrocarbonat)

7,60 g Ammonium-Thiocyanat

3,34 ml Natriumacetat [3 M] Die Ldsung 2 h rithren, tGiber Nacht bei
5 ml Glyzerol 37 °C inkubieren und anschlie3end
ad 100 ml HOpgpc autoklavieren.

Nach erneutem Mischen wurden die Proben fur 15 Mmunter gelegentlichem vortexen
auf Eis inkubiert und anschlie3end zentrifugie® hin, 14.000 rpm, 4 °C). Die dabei
entstandene obere, wassrige Phase wurde in eis @afél3 Gberfuhrt, in einem weiteren
Reinigungsschritt mit 850 pl Chloroform vermischmduwie zuvor zentrifugiert. Folgend
wurde die obere Phase mit 5 M Lithiumchlorid imighen Volumen versetzt und zur
Fallung der RNA Uber Nacht bei -20 °C gelagert. Amschluss wurde die RNA durch
Zentrifugation (20 min, 14.000 rpm, 4 °C) pelletjetas Pellet 2 x mit 900 pl 70 % Ethan-
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ol gewaschen, luftgetrocknet und in 50 ul DEPC-Wageldst. Um mdglicherweise vor-
handene verunreinigende Polysaccharide abzutrenneme die RNA-LOsung erneut fir

10 Minuten bei 14.000 rpm (4 °C) zentrifugiert unctin neues Reaktionsgefald Gberfuhrt.

Extraktion von Gesamt-RNA mittels TRIzol-Reagenz

Fur die Extraktion von RNA mit TRIzol wurde 1 ml T®I-Reagenz (Invitrogen) zu
ca. 200-300 mg gemdorsertem Pflanzenmaterial pgoettier Ansatz durch starkes Vortex-
en gut gemischt und fur 2-3 Minuten bei RT inkubi&ie Abtrennung von Proteinen und
DNA erfolgte durch die Zugabe von 200 ul Chlorofoikmrzem aber starkem Schutteln,
einer Inkubation von 2-3 Minuten bei RT und folgen&entrifugation (20 min, 4 °C,
14.000 rpm). Aus dem wassrigen Uberstand wurdehéis8end die RNA mit 500 pl
Isopropanol fur 30 Minuten bei RT gefallt und du@éntrifugation (30 min, 14.000 rpm,
4 °C) pelletiert. Das Pellet wurde mit 75 % Ethagelvaschen, nach dem Trocknen in

30 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen und fir utdmbei 64°C gelost.

2.6.3 KONZENTRATIONS - UND REINHEITSBESTIMMUNG VON RNA- UND DNA-PROBEN

StandardméRige Konzentrations- und Reinheitsbestimyen von DNA- und
RNA-Proben erfolgten auf dem NanoDrop ND-1000 Smgitotometer (peglLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, D).

Um die Qualitat von RNA-Proben genauer zu Uberprufeurden die Proben im
Agilent 2100 Bioanalyzer nach Anleitung (Agilent RN6000 Nano Kit Manual) analy-
siert (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USBig im Bioanalyzer verwendeté&.gb-
on-a-chip-Technologie basiert auf dem Prinzip der Mikroflik, d. h. der Steuerung win-
ziger Flussigkeitsmengen in einem miniaturisierteystem. Durch den Bioanalyzer wird
die farbstoffmarkierte RNA kapillarelektrophoretisaufgetrennt und Gber einen Laser
detektiert. Uber die zum Bioanalyzer gehorige Safavwerden zur Auswertung ein

Elektropherogram und hieraus eine Abbildung in Getf erstellt.

2.6.4 cDNA-SYNTHESE

Zur Transkription von Gesamt-RNA in cDNA wurde dseiperScript 1l (Super-
Scriptll cDNA Synthesis Kit, Invitrogen) gemald dangaben des Herstellers verwendet.
Pro Reaktion wurden jeweils 0,5-1 pg Gesamt-RNA smdohl 50 uM OligodT- als auch
50 ng Random-Hexamer-Primer eingesetzt. Nach eefoligverser Transkription wurde
die RNA durch Zugabe von 2 u RNase H (Fermentas)Amsatz nach Angaben des Her-
stellers verdaut und jede Reaktion auf theoreti@:hang/pl Eingangs-RNA eingestellt.

34



MATERIALIEN UND METHODEN

2.6.5 STANDARD POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Die standardmaflige PCR wurden in einem Volumen2su mit 1,25 u DCSPol
DNA-Polymerase (DNA Cloning Service, Hamburg, D)5 21l 10 x Inkubationspuffers,
2,5 mM MgCh, 200uM dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, i) LO pmol
der entsprechenden Oligonukleotide durchgefiihr& Fémplate dienten DNA-Mengen
zwischen 100 pg und 100 ng. Die Amplifikation wurkgie unten angegeben inprdfessiona
oder TrersonaiCyler (Biometra, Gottingen, D) bzw. im ThermocycRerkin Elmer 2400
(Perkin Elmer, Boston, USA) durchgefuhrt.

Schrittl Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 Schritt 5 Heitt 6
95 °C 95 °C AT 72 °C 72 °C 8°C
10 min 30s 30s 30-45s 5 min unendlich

26 - 45 Zyklen

Die Anlagerungstemperaturen (AT) fir die verwende®eimerpaare sind in Kapitel 2.10
angegeben. Wenn notwendig erfolgte eine AuftrenrdergAmplifikate nach Zugabe von
10 x DNA-Ladepuffer mittels Gelelektrophorese int fathidiumbromid versetzten Aga-
rosegelen (1,5-2 %-ige TBE-Gele, 0,7 Vol % Ethidwomid (Stammlésung: 10 mg/ml)).
Die Visualisierung erfolgte auf einem UV-Transluior (Frobel-Labortechnik, Lindau,
D) bei einer Wellenlange von 312 nm. Zur Dokumeatatwurde eine Videodoku-
mentationsanlage (digitStore, INTAS, Go6ttingen vBjwendet. Aufreinigungen von PCR-
Reaktionen oder von aus dem Gel ausgeschnittenexdeBaerfolgten mit Hilfe des
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega GmbH, Nirm D).

10x TBE 10 x Probenpuffer

900 mM Tris 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
900 mM Borséaure 40 % (w/v) Saccharose

25 mM EDTA

ad 1 | HOgess pH 8,0

2.6.6 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR(QPCR)

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) wurde zurtBasnung des Verhaltnisses
von genomischer Pilz zu genomischer Pflanzen DNAVirzelproben und zur relativen
Quantifizierung ausgesuchter Transkripte in cDNAH@n verwendet. Pro Reaktion wur-
den 10 ng umgeschriebene Gesamt-RNA (cDNA) bzwngt@enomische DNA in 15 ul
oder 20 ul SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix (Sigidgich) mit 350 nM
Oligonukleotiden nach Angaben des Herstellers aieige. Jede Probe wurde als Triplikat

angesetzt. Die Amplifikation erfolgte in einem Garclvon Stratagene (Stratagene-
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Mx3000PQPCR SystemMx3000P; Stratagene Research, La IoNa,USA) oder von
Applied Biosystems (Applied Biosystems 7500 FastlReme PCR, Applied Biosystems
Inc., CA, USA) mit gleichen PCR-Programmen. Naategei ersten Denaturierungsschritt
(95 °C, 7 min) folgten 40 Amplifikationszyklen nmeiner primerabhangigen Anlagerungs-
temperatur (AT, vgl. Kap. 2.10) und dem folgendeogPamm: 95 °C 30 s, AT 30 s, 72 °C
30 s. Am Ende jedes Zyklus wurde die Fluoreszemaegsen und im Anschluss an die
PCR eine Dissoziationskurve im Bereich von 60-95rf©,5 °C-Schritten aufgezeichnet.
Die Cyclethreshold (Ct)-Werte wurden von der zu dtestrumenten gehdorigen Software
bestimmt und die relativen Expressionswerté“{p nach Lvak & SCHMITTGEN (2001)
berechnet. Als Referenzgen fungierten in Arabidopsnd Gerste i. d. R. jeweils ein
konstitutiv exprimiertes Gen fir Ubiquitin (Bezeming: UBQ5 (Arabidopsis), UBI60deg
(Gerste)). In den im Rahmen dieser Arbeit erstelitéehltaukinetiken (vgl. Kap. 2.8.3)
wurden zusatzlich noch zwei weitere Referenzgeims, #ir die ribosomale 18 S-Unter-
einheit (18S-Primer) sowie eins fur ein weiteresidultin (Primer HKG1), in die
Berechnungen mit einbezogen. Die Sequenzen dereweten Primer finden sich in den
Tabellen in Kapitel 2.10.

2.6.7 E.coLI-TRANSFORMATION
Hitzeschock-Transformation

Die Transformation vork. coliZellen erfolgte durch Hitzeschock. Hierzu wurden
hitzekompetente DHBE oder Topl10-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) auf Bisfgetaut, 50-
300 ng des zu klonierenden Plasmids zu den ZellEgelien und der Ansatz fur 30
Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte élitzeschock bei 42 °C fur 90 s und
ein schnelles Abkihlen auf Eis fur 2 Minuten. Zwgeneration der Zellen wurden 250 pl
SOC-Medium zu den Zellen gegeben, der Ansatz fuMétuten bei 37 °C auf einem
Schittler inkubiert und anschliel3end auf LB-Agaitela mit vom Konstrukt abhangigem

Antibiotikum zur Selektion ausgestrichen.

10 g/L Trypton 20 g/L Trypton
5 g/L Hefeextrakt 0,58 g/L NaCl
10 g/L NacCl 0,185 g/L KCI
optional: 15 g/L Agar-Agar 2,03 g/L MgC} x 7H,0O

2,46 g/L MgSQ x 7TH,0O
3,6 g/L Glukose
ibiotil
1 ml/L Ampicillin (200 mg/ml in HO)
1 ml/L Chloramphenicol (100 mg/ml in Ethanol)
1 ml/L Kanamycin (50 mg/ml in }D)
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Herstellung hitzekompetenter DH%-Zellen

Zur Vermehrung hitzekompetenter DidZellen wurden diese zunachst tber Nacht
in LB-Medium vermehrt und mit 1 ml dieser Kultur amchsten Tag erneut 200 ml LB-
Medium angeimpft. Die Zellen wurden bis zu einetisifhen Dichte von 0,6 unter aeroben
Bedingungen bei 37 °C angezogen [photometrischesivies (BioRad SmartSpet Plus
Photometer) bei 600 nm; Q§)]. Danach wurden sie auf Eis abgekuhlt, zentrifigie
(20 min, 3.000 rpm, 4 °C) und anschlie3end in 80rFB1-Medium aufgenommen. Nach
10 Minuten auf Eis wurden die Zellen erneut zeagiért, in 8 ml TFB2-Medium resus-
pendiert, in 200ul Aliquots portioniert und bei -80 gelagert.

) o il filr ) fium: (steril filtr
100 mM RbCI 75 mM CaCJ

45 mM MnCj 10 mM Na-MOPS (pH 7)

35 mM Kaliumacetat 10 mM RbCI

10 mM CaC} 15 % (v:v) Glyzerol

0,5 mM LiCl

15 % (v:v) Glyzerol
pH 5,8 (eingestellt mit Essigsaure)

2.6.8 PLASMIDISOLIERUNG UND SEQUENZIERUNG

Die Isolation von Plasmiden a@scoli-Zellen erfolgte mit Hilfe der Kits Nucleo-
Spir® Plasmid bzw. NucleobofidAx von Macherey und Nagel (Diiren, D) nach Angaben
des Herstellers.
Sequenzierungen von Plasmiden oder PCR-Produktedewuwon der AGOWA

GmbH, Berlin, D, vorgenommen.

2.7 TRANSIENT INDUCED GENE SILENCING (TIGS)

In Analogie zu S8HWEIZER et al., 1999 und BucHkov et al., 2005 wurde mittels
TIGS (ransient induced gene silencingntersucht, ob sich das Ausschalten bestimmter
Gene durch RNAI auf diBgh-Penetrationsrate in Gerste auswirkt. Zum Erstalemndazu
notigen RNAi-Konstrukte wurden das Gateway-Klonmggssystem und die vondDcH
kKov et al., 2005 verdffentlichten Vektoren verwendeeyndlicherweise zur Verfligung

gestellt von R. Eichmann, TU Miunchen, D).

2.7.1 KLONIERUNG DER RNAI-K ONSTRUKTE

Die Erstellung der RNAi-Konstrukte im Gatewaysystesizt zwei Klonierungs-
reaktionen voraus. Zunachst muss die gewlinschtee8edn den ,Eingangsvektor” (hier:
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pIPKTA38) kloniert werden. Dieser erlaubt nachfaideden doppelten, komplementaren
Einbau der Sequenz in den ,Zielvektor* (hier: pIPA30DN) Uber die Rekombinations-
stellen (att-sites) der Vektoren in einem Schis Klonierungsschema ist in Abbildung

2.7-1 vereinfacht dargestellt. Die dazugehdrigektdig&arten finden sich im Anhang.

Swd

PCR-Product attL.2 Eingangs
Gen X vektor

pIPKTA38

lcmR, ccd'] [ICmR, ccdB[| T

att att  att att
ttL2
a + B1 B2 B2 B1
pIPKTA38_Gene X pPIPKTA30N
Amp |
Zwischen- LR- Zielvektor
konstrukt Klonase-
Reaktion

~

| cDNA>[| [|<\1N00 [ 1]
att att  att

att
Gen X- B1 B2 B2 B1
RNAI-

Konstrukt

pIPKTA30N_Gene X
Am

Abb. 2.7-1: Vereinfachte Darstellung der Klonierungstrategie fiir ein RNAi-Konstrukt eines
Gens X.Das nicht phosphorylierte PCR-Produkt eines FrageseX des zu untersuchenden Gens
wird Uber dieSwalSchnittstelle in den Eingangsvektor pIPKTA38 liiAnschliel3end wird das
PCR-Fragment doppelt in den Zielvektor pIPKTA30Natueine LR-Klonasereaktion inseriert.
Vereinfachte Darstellung nachoDcHkov et al.,, 2005. T = Terminator; 35S = CaMV 35S-
Promotor; att = Rekombinationsstellen; Vektordstaiehe Vektorkarten im Anhang.

Ligation in den Eingangsvektor pIPKTA38

Bis zu 500 bp lange cDNA-Fragmente der auszuscidgte Sequenzen (Sequenzen
und Primer siehe Kap. 7.1) wurden durch Verwendseguenzspezifischer Primer wie in
Kapitel 2.6.5 angegeben mittels PCR amplifizierd uaufgereinigt. Zur Amplifikation
wurde, um glatte Enden zu erhalten, Efe-Polymerase (Promega GmbH) verwendet. Als
Template diente cDNA aus den Mikroarrayexperimer{iagl. Kap. 2.8.2). Ein Teil der
aufgereinigten PCR-Fragmente wurde sequenziert. (Kgip. 2.6.8). Bestatigte die
Sequenzierung die fehlerfreie Amplifikation des ¢geschten Produktes, wurde dieses
mittels T4-Ligase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, iD)die Swd-Schnittstelle des
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Vektor pIPKTA38 bei Raumtemperatur ligiert (1h oddrer Nacht). Um eine Religation
des Vektors zu verhindern, wur@vd direkt zum Ligationsansatz gegeben. Durch eine
Inkubation fir 15 Minuten bei 65 °C wurde die Reéaktgestoppt, nochmals 53wd (in

5 ul des 1x Puffers Ovon Fermentas) zum Ansatz hinzugefiigt und didget Stunde bei
RT inkubiert, um religierte Plasmide zu eleminier®er Ansatz wurde anschliel3end in
hitzekompetente DHBZellen transformiert und auf LB-Kanamycinplattensplattiert
(vgl. Kap. 2.6.7). Die Orientierung der Fragmente Vektor wurde durch Kolonie-PCR
der Klone unter Verwendung eines vektor- und eikesstruktspezifischen Primers
ermittelt (Primersequenzen siehe Tabellen 2.7-1uhd). Nur Klone miantisenseorien-

tierten Fragmenten wurden weiter verwendet.

5 U Swal,

2,5 U T,-DNA-Ligase

10 x T,-DNA-Puffer (+ NaCl, 50 mM End-Konzentration)
150 ng pIPKTA38-Plasmid-DNA

ca. 300 ng PCR-Fragment

ad 10 p-l Idodest

LR-Reaktion

Der Transfer des cDNA-Fragmentes im Vektor pIPKTAB8lie RNAi-Kassetten
des Zielvektors pIPKTA30N erfolgte durch genetisdRekombination in einer LR-
Klonase-Reaktion (Nomenklatur “Gateway”-System)eunVerwendung des Invitrogen
Gateway LR-Clonase-Mix nach Angaben des Herstellers. Im ddR-Klonase-Mix
wurden 150 ng des Konstruktes pIPKTA38-GenX alshales Zielvektors (pIPKTA30N)
eingesetzt, der Ansatz Uber Nacht bei 25 °C inktibied anschlie3end zur Transformation
hitzekompetenter Topl10-Zellen (Invitrogen) verwendBie Selektion transformierter
Zellen erfolgte auf LRnp-Platten. Eine negative Selektion auf Zellen méiginentlosem
pIPKTA30N erfolgte durch dascdBKillergen in der RNAi-Doppelkassette. Die richtige
Orientierung der Fragmente im Zielvektor wurde tukolonie-PCR mit den Primer-
paaren TA3O0NIntrl + reverser Konstruktprimer und 3DAInrll + reverser Konstrukt-

primer Uberpruft (Primersequenzen siehe TabelléA2ind 6.1-1).

Tabelle 2.7-1: pIPKTA38 und pIPKTA30N spezifische Amer. AT = Anlagerungstemperatur
Bezeichnung AT |Position| Sequenz

pIPKTA38 fwd 52 | 28 fwd | 5-AGCAGGCTTTAAAGGAACC-3'

pIPKTAS38 rev 52 | 496revy 5-TGTACAAGAAAGCTGGGTCT-3'

TA30Intrl 54 | 834 fwd| 5'-GGATAGCCCTCATAGATAGAGTACTAACTAA-3
TA30Intrll 52 |559rev| 5-TCAAATTAAACAAATGCAGTATGAAGA-3'
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2.7.2 TRANSIENTE TRANSFORMATION

Der Einfluss der erstellten RNAi-Konstrukte (vgl.ai 2.7.1) auf dieBgh
Penetrationsratevurde mit Hilfe der biolistischen TransformationnvGerstenepidermis-
zellen ermittelt. Hierzu wurden Epidermiszellen &g€ alter Primarblatter der Sorte Pallas
durch biolistisches Bombardement mit WolframpaittikéM17, 1,1 um, BioRad, Min-
chen, D), die ein Reportergenkonstru@HP unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotor)
und das zu untersuchende RNAi-Konstrukt trugemsfamiert. Zur Vorbereitung der
Partikel wurden 55 pg von diesen zweimal mit jesv@ilml HOgest und einmal mit 1 ml
100 % Ethanol gewaschen und danach pelletiert. Maai Trocknen wurden 2 ml 50 %-
iges Glyzerol hinzugegeben und die Partikel bis\smvendung bei 4 °C aufbewahrt. Vor
jedem Gebrauch wurden die Wolframpartikel starkcdmischt und fir zehn Minuten im
Ultraschallbad sonifiziert. Zum Prazipitieren déagPnid-DNA auf die Partikel wurden pro
Schuss 12,5 ul der vorbereiteten Partikel mit @3Reporterplasmid (pGYGFP) sowie
1 pg RNAI-Konstrukt bzw. Kontrollplasmid vermisciid tropfchenweise unter vortexen
12,5 pl 1 M Ca(N@)2 pro Schuss hinzugegeben. Als Kontrollplasmid fartgi der leere
Zielvektor pIPKTA30N. Der Ansatz wurde fur ca. 10indten auf Eis inkubiert, kurz
zentrifugiert und so viel Uberstand abgenommens gas Schuss 6 il verblieben.

Zum Beschuss wurden ca. 4 cm lange Gersten-Blatiseig in Petrischalen
(d =6 cm) mit 0,5 % Wasseragar (Agar-Agar, Rothdgelegt. Pro Konstrukt wurden 8
Schalen mit jeweils 4 Blattsegmenten vorbereité, S8egmente mittels einer Plastik-
schablone fixiert und in einer Vakuumkammer unt@n dvon $HULTHEIR (2003a)
optimierten Parametern (100 mbar Restdruck, 9 bamgasdruck) mit den Partikeln
beschossen. Hierzu wurden auf einen an der KammwlexdangebrachteMacrocarrier
(Plastik-Sterilfilterhalter, 13 mm, Gelman ScienceéSwinney, UK) die praparierten
Partikel aufgeladen, durch eine MembranvakuumpungreDruck in der Kammer um
0,9 bar reduziert und die Partikel mit 9 bar Helgasdruck durch einen Diffusor (Nylon-
netz, Maschenweite 0,2 mm, Millipore, Eschborn, 4 die Blatter geschossen. Der
Abstand zwischen Diffusor und Bléattern betrug 5 der, Abstand zwischelacrocarrier
und Diffusor 11 cm. Direkt nach der Entladung wudike Kammer durch Beluften wieder
auf normalen Druck gebracht. Die geschlossenerisBletilen wurden folgend flr 24-48
Stunden in einer Klimakammer (16 h Licht, 18/22 #Rubiert. Nach dieser Zeit wurden
die Bléatter in den Schalen migh inokuliert (150-200 Sporen/mfmvgl. Kap. 2.4.2) und

fur weitere 48 h wie zuvor inkubiert.
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48 Stunden nacBgh4nokulation wurde die Entwicklung des Pathogenshmaar-
herigem Anfarben der pilzlichen Strukturen mit @dlleor (vgl. Kap. 2.5.2) mikroskopisch
ausgewertet. Die gefarbten Blatter wurden unteorglszenzanregung (Quecksilberlampe,
HBO 50 W, Osram) mit Hilfe eine&FP-Filters (Anregungsfilter 420 nm/ Farbteiler
493 nm/ Sperrfilter 505-530 nm) nach Zellen mdFP-Fluoreszenz abgesucht. Inter-
aktionen dieser Zellen mit dem Pilz wurden untemdéndung desGFP-Filters, eines
Calcofluorfilters (365 nm/ 395 nm/ 420 nm) bzw. d&srchlichts (Halogenlampe, 12 V,
100 W) charakterisiert. Unterschieden wurden perétr Zellen (Ausbildung eines Haus-
toriums) und Zellen mit einem gestoppten Penetnatiersuch (Papillenbildung unter dem
Appressorium, kein Haustorium). Die Penetratioreswatirde als Quotient der Summe der

penetrierten Zellen und der Summe aller Interalsstellen berechnet.

2.8 UNTERSUCHUNG SYSTEMISCHER UND LOKALER EFFEKTE IM SYSTEM H.VULGARE -

P. INDICA

2.8.1 ANALYSE P. INDICA-INDUZIERTER MORPHOLOGISCHER VERANDERUNGEN

Der Einfluss einer Besiedlung duréh indica (hier: Isolat DCSM11827) auf das
Wurzel- und Sprosswachstum in Gerste wurde in Ablggeeit von der Besiedlungsstarke
und dem Besiedlungszeitraum untersucht. In erstersi¢hen wurden dazu Gersten-
keimlinge mit unterschiedlichen Konzentrationeneeid. indica Chlamydosporensuspen-
sion (5.000 bis 1 Millionen Sporen/ml) inokuliemdi folgend steril auf Agar in Glasern
angezogen (vgl. Kap. 2.1.1 und 2.3.1). Zur Inokaiawvurden die Keimlinge fir 30 s in
eine entsprechende Sporenlésung getaucht und nuséhziich 1 ml der Lésung pro vier
Keimlingen auf den Agar gegeben. 7 und 10 Tagerh naokulation wurde von den
Pflanzen die Anzahl der gebildeten Seitenwurzebtitrant (Verzweigungen der primaren
und sekundaren Keimwurzeln) und die DNA aus den 28ar nach DYLE & DOYLE
(1990) extrahiert (vgl. Kap. 2.6.1). Letztere wurderwendet, um das Verhaltnis von
pflanzlicher zu pilzlicher DNA in den unterschiadien Proben zu bestimmen. Hierzu
wurden 40 ng der extrahierten DNA pro Probe als dlate in eine gPCR eingesetzt (vgl.
Kap. 2.6.6). Als Primer dienten UBI60deg (PflanZ®NA) und Piri-ITS (Pilz-DNA)
(Sequenzen siehe Tabellen Kap. 2.10, Berechnuneglea Kap. 2.9.2).

Auf diesen Versuchen aufbauend erfolgte eine dietdd Analyse de<P. indica
induzierten Wachstumseffektes in Topfkultur. Dazurden wiederum Gerstenkeimlinge
mit verschiedenen Konzentrationen einer Chlamyd@sposung inokuliert, diesmal

jedoch in Sand:Seramis getopft und Uber einen aleitrvon drei Wochen (7, 14 und 21
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Tage nach Inokulation (dai)), die Parameter Langd @ewicht von Spross und Wurzeln
gemessen. Zusatzlich wurde die Anzahl an gebild8&tenwurzeln 7 dai ermittelt. Zur
Inokulation wurden Sporenkonzentrationen in 10enri®en von 3.000 bis 3 Millionen
Sporen/ml verwendet und die Gerstenkeimlinge fine eéstunde darin geschwenkt. Die
Anzucht der Pflanzen und die Inokulation maitindicaerfolgten wie in Kapitel 2.1.1 und
2.3.1 angegeben. Die Effekte der Faktoren ,Expantm£eit’ und ,P. indicalnokulation®
auf die Parameter Lange, Frischgewicht und Trockemzht sowie die Interaktion dieser
beiden Faktoren miteinander wurde in einer Variaamse (ANOVA) unter
Zuhilfenahme des General Linear Model (GLM) bereth(SPSS, durchgefihrt von
F. Waller, Universitat Wirzburg, D).

2.8.2 TRANSKRIPTOMANALYSE VON GERSTENBLATTERN

Zur Detektion differenziell exprimierter Gene in&kern P. indica besiedelter
Gerstenpflanzen wurde der 22K Barleyl Gene&HKisffymetrix, Santa Clara, USA)
verwendet. Dieser Mikroarray wurde auf der Basis 860.000 hochqualitativen ESTs aus
84 cDNA-Bibliotheken und zusatzlichen 1145 Gersen@n-Sequenzen aus der nicht
redundanten Datenbank distional Center for Biotechnology InformatigNCBI) ent-
worfen (Q.oseet al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurden éssgnt drei unabhéngige
Mikroarrayexperimente (AE | bis Ill) durchgefuhmd pro Experiment wurden jeweils 12
Arrays mit markierter cRNA hybridisiert. Das Marifir die cRNA stammte aus
Blattproben, geerntet zu drei verschiedenen Zekfmmnach der Inokulation eines Teils
der verwendeten Pflanzen mit Mehltau (12, 24 un&&@fmden nach Inokulation (hai)). Zu
jedem Erntezeitpunkt wurden dabei die folgenderr Warianten unterschieden: (1)
P.indica besiedelte und (2) nicht besiedelte Pflanzen (Kdlen) ohne
Mehltauinokulation sowie (3. indica besiedelte Pflanzen und (4) Kontrollen, die mit

Mehltau inokuliert worden waren (vgl. Tabelle 3.2-1

2.8.2.1 Anzucht und Inokulation des Pflanzenmaterials fur de Arrayanalysen

Zur Anzucht des Pflanzenmaterials fur die Arrayekpente wurden vorgekeimte
Gerstensamen (vgl. Kap. 2.1.1) der Sorte GoldemBm (Vermehrung IPK Gatersleben)
fur mindestens 2 Stunden in zerkleinertem Myzel RomdicaJE1 (vgl. Kap. 2.3.2) bzw.
in 0,05 % Tween-Wasser (Kontrollen) inkubiert. Ddréolgend wurden die Keimlinge in
ein Seramis:Oil Dfi-Gemisch (2:1) getopft und unter den in Kapitel.R.&ngegebenen
Bedingungen angezogen. Pro Topf (300 ml) wurdenKkenlinge gesetzt und direkt auf

die Keimlinge 20 ml a 2-3 g zerkleinerte indicaMyzel gegossen. 19 Tage spater
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wurde jeweils die Hélfte der Kontrollen bzw. ri#it indicakolonisierten Pflanzen migh
inokuliert (vgl. Kap. 2.4.2). Zu den Zeitpunkten, 2% als auch 96 hai wurde von 12-16
Pflanzen pro Variante jeweils das jingste voll eckeite Blatt (hier: zweites Sekundéar-
blatt) abgeschnitten, diese vereinigt und in figes Stickstoff schockgefroren. Das so
erhaltene Pflanzenmaterial wurde nur fir die siecbchliel3enden Arrayhybridisierungen
verwendet, wenn in dem entsprechenden Versuch exmgeutige biologische Aktivitat
von P. indica beziglich Wachstum und Resistenz gezeigt werdemtko Dies wurde
durch das Messen und Vergleichen der Sprosslange das Sprossgewichtes von
Kontrollen und durchP. indicakolonisierten Pflanzen bzvdurch einen Blattsegmenttest
(vgl. Kap. 2.4.2) uberpruft. Die einzelnen Probenraen anschlieRend in flissigem
Stickstoff gemoérsert und bei -80 °C gelagert.

2.8.2.2 Synthese von biotinmarkierter cRNA und Hybridisierung der Mikroarrays

Die verwendeten Mirkoarrays wurden mit biotinmartee cRNA aus den zu
analysierenden Proben hybridisiert. Fur die Hdrstgl biotinylierter cRNA wurde
zunachst die Gesamt-RNA nacb&EMANN et al. (1987) aus den gemdorserten Blattproben
(vgl. Kap. 2.8.2.1) extrahiert und durch DNasel-daar von unerwiinschter DNA befreit
(vgl. Kap. 2.6.2). Die Kontrolle der RNA-Qualitatfelgte mit Hilfe des Bioanalyzers (vgl.
Kap. 2.6.3). AnschlieRend wurden 5 ug der GesamhRIN die Hybridisierung nach
Anleitung im GeneChiP Expression Analysis Technical Manual (AffymetrBanta Clara,
CA, USA) vorbereitet. Hierzu wurde die RNA zuné&chstdoppelstrdngige cDNA und
nach einem Aufreinigungsschritt in mit Biotin magke, komplementare RNA@¢mple-
mentaryRNA, cRNA) transkribiert. AnschlieRend wurde leta aufgereinigt und mittels
RNase fragmentiert. Abweichend vom Protokoll erelder Aufreinigungsschritt vor der
Fragmentierung mit dem RNeasy Mini Kit von Qiag&me Uberprifung der Fragmen-
tierung erfolgte auf dem Bioanalyzer. Die Hybridising des GeneCHiBarley Genome
Arrays (49er Format) mit 15 pug der fragmentiert®Né und das Einlesen der Signale in
den Computer wurde nach Angaben des Herstellefyr(®trix, Santa Clara, CA, USA)
am Max Planck Institut in Marburg (AG Kamper) arr diortigen Affymetrix Fluidics
Station durchgefuhrt.

2.8.2.3 Auswertung und Uberpriifung der Mikroarrayexperiment e

Die Hintergrundbereinigung und Normalisierung des @aen Hybridisierungen
der Mikroarrays erhaltenen Probendaten erfolgtdetnitdesGuanine-Cytosine Robust
Multi-Array Analysis (GC-RMA)-Algorithmus durch Jorn Pons, UniversitateGen, D.
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GC-RMA ist eine Modifikation deRobust Multiarray Analysi$RMA)-Algorithmus und

bezieht die Probensequenz auf dem Mikroarray mitlien Berechnungen der Expres-
sionswerte ein. Die so erhaltenen, bereinigten &gwonswerte wurden mit Hilfe des
open-source Softwareprojektes Bioconductor (Plattform R) weiter ausgewertet
(www.bioconductor.org; Selektionskriterien siehegébnisteil Kap. 3.2). Datensatze
weiterer Mikroarrayexperimente und die Sequenzen alé dem Array hybridisierten

Proben sind o6ffentlich auf ddarleyBaseunter www.plexdb.org zu finden. Eine Uber-
prifung der in den Arrayanalysen beobachteten EBspyasunterschiede fir bestimmte
Transkripte (Kandidaten) erfolgte mittels gPCR (vighp. 2.6.6). Hierzu erfolgte eine
cDNA-Synthese (vgl. Kap. 2.6.4 ) mit der auch fig dRNA-Synthese der Mikroarray-

experimente verwendeten RNA.

2.8.3 MEHLTAUKINETIKEN

Um zeitlich detaillierte Transkriptionsmuster voeri&n nach Mehltauinokulation
zu erhalten, wurde innerhalb der ersten 24 StundehBgh-1nokulation im Abstand von

2 bis 4 Stunden Blattmaterial eingesammelt undexaihalysiert (vgl. Tabelle 2.8-1).

Tabelle 2.8-1: Erntezeitpunkte der Mehltaukinetikenl bis Ill

Erntezeitpunkte nach Infektion mit Bgh [hali]
Kinetik | = Arrayexperiment lll 0, 4, 8,12, 16, 224, 96 hai

Kinetik Il 0,2, 4,8,10,12, 14, 16, 20, 24 hai

Kinetik Il 0,2,4,8,10, 12, 14, 16, 20, 24 hai

In diesen Kinetiken wurden, wie in der Transkriptoralyse (vgl. Kap. 2.8.2), die vier
Varianten Kontrolle, Kontrolle pluBgh P. indicakolonisiert undP. indicakolonisiert
plusBghunterschieden. Auch die Pflanzenanzucht, die Itadicun selbiger miP. indica
undBghund das Einsammeln der Proben erfolgte wie dathréeben (vgl. Kap. 2.8.2.1).
Es wurde zudem darauf geachtet, dass die Zeitpdrzktend 24 Stunden nach Inokulation
mit Bghzur selben Tageszeit wie bei der DurchfihrungAdeayexperimente lagen.
Zudem wurden, ebenfalls wie bei der Transkriptorha®a nur Experimente weiter
ausgewertet, die eine eindeutige biologische AfdiwonP. indica(Wachstumssteigerung
und Resistenzinduktion) gezeigt hatten (vgl. KaB.21). Die Proben der Zeitpunkte 12,
24 und 96 hai der Kinetik I waren zugleich die Rmolder dritten Wiederholung der
Mikroarrayexperimente (AE IIl) aus Kapitel 2.8.2ielRNA-Extraktion aus den Proben
mit TRIzol und die folgende cDNA Synthese erfolgtae in Kapitel 2.6.2ff. beschrieben.
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2.8.4 ANALYSE DES EINFLUSSES VON P. INDICA IN EINER NPR1-RNAI-GERSTENLINIE

Um die Beteiligung des transkriptionellen RegulathiPR1 an der durdh. indica
vermittelten Resistenz in Gerste zu ermitteln, eudte Bgh-Resistenz voINPRERNAI-
Gerstenpflanzen mit und ohrie indicaKolonisierung der Wurzeln vergleichend evalu-
iert. Hierzu wurde drei Wochen nach Inokulation élanzen mitP. indica ein Blatt-
segmenttest (vgl. Kap. 2.4.2) mit dem jungsten| eontwickelten Blatt durchgefihrt. Die
Inokulation der Gerstenkeimlinge mR. indicaMyzel und die Anzucht der Pflanzen
erfolgten wie in Kapitel 2.1.1 und 2.3.2 beschriebéerwendet wurde die noch segregie-
rende T2-Generation der Linie E7L9, bereitgestetih G. Langen und V. Babaeizad
(IPAZ, GieRen). Eine Uberpriifung der Keimlinge dag Vorliegen der RNAi-Kassette im
Genom erfolgte mit dem REDEXxtrakt-N-Aip Plant PCR Kit (Sigma-Aldrich) und den
Primern pGY1fwd2 und BamHInprlas (vgl. Tabelle 22)hach Angaben des Herstellers.

2.8.5 RESISTENZTESTS MIT IN HYDROKULTUR ANGEZOGENEN PFLANZEN

Um den systemischen Einfluss vBnindicanoch wahrend der ersten Interaktions-
stadien zwischen dem Pilz und der Pflanze in derZélweu analysieren, wurden Gersten-
pflanzen in Hydrokultur angezogen. Dies ermdgliatitee einfache und stressfreie Inoku-
lation der Wurzeln &lterer (hier: 14 Tage alterystenpflanzen, die neben dem Keimblatt
bereits ein weiteres, voll entwickeltes Blatt (imaogie zu den Topfexperimenten)
aufwiesen. Fur diese Versuche wurden Gerstensamesalte Golden Promise (Nach-
zucht Alter Steinbacher Weg, 2006) wie zuvor oléetiensterilisiert (siehe Kap. 2.1.1), in
diesem Fall jedoch fur 4 Tage (2,5 d Dunkelheb, d Standardlichtbedingungen) auf mit
1 mM CaSQ getranktem Filterpapier in einer feuchten Kamnmegezogen. Die Keim-
scheide der nach diesen 4 Tagen bereits grinenlikgemwurde folgend mit einem 1 cm
breiten Schaumstoffstreifen umwickelt und anscldiel in den Lochern der zu den
HydrokulturgefalRen gehérenden GefaRdeckel befestigt Gefa (V = 2,8 ) wurden 10
Keimlinge gesetzt. Das Nahrmedium (vgl. Kap. 2.ivliyde durch Zufuhr von Druckluft
Uber einen im Gefal3 hangenden Schlauch standidtdtetiowie alle drei Tage und am
Abend vor der Inokulation ausgewechselt. Die Inakaoh der Wurzeln erfolgte 10 Tage
nach dem Einsetzen der Pflanzen in die Hydrokuldierzu wurden alle Pflanzen eines
GeféalRes gleichzeitig - immer noch im Deckel befgstifir 10 Minuten in die entsprech-
ende Inokulationslosung eingetaucht und anschlgReartick in die Hydrokultur
transferiert. Zur Inokulation wurden entweder €iiveeen 20-L6sung (0,05 %, Kontrolle),

Bion® (40 mg/ml), lebende oder toRe indicaChlamydosporen (150.000 Sporen/ml), tote
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FusariumsporenH, graminearum;150.000 Sporen/ml) oder eine N-Acetylchitooctaoase
(0,1 pM, folgend kurz: Chitinoktamer) eingesetzteDlrage nach der Inokulation wurden
die jungsten, voll entwickelten Blatter abgesclemittund die Mehltauanfélligkeit der

einzelnen Varianten in einem Blattsegmenttest @gl.2) vergleichend evaluiert.

2.9 UNTERSUCHUNG SYSTEMISCHER UND LOKALER EFFEKTE IM SYSTEM P. INDICA —

A. THALIANA

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden Wurzeln viaabidopsispflanzen nur mit
Chlamydosporen, nicht mit Myzel van indicainokuliert (vgl. Kap. 2.3.1). Die Anzucht

der Pflanzen erfolgte stets wie unter den in Kagite.2 beschriebenen Bedingungen.

2.9.1 ANALYSE DES EINFLUSSES VON P. INDICA AUF DAS WURZELWACHSTUM

Zur Analyse des Einflusses véh indicaauf den Phanotyp besiedelter Arabidop-
siswurzeln wurden 7 Tage alte Keimlinge des WildGml-O auf das obere Viertel von
12 x 12 cm Agarplatten mit 1/10 PNM-Medium umgeselme Wurzeln der Keimlinge
wurden entweder mit 20 pl 0,05 % Tween-Losung beékr(Kontrolle) oder mit 20 pl
einer Suspension voR. indica Chlamydosporen (5x20Sporen*mt) inokuliert. Die
Losungen wurden dazu direkt auf die Wurzeln getropim ein planes Wachsen der
Wurzeln Uber die Agarflache zu erreichen, wurden Bliatten in einem 30°-Winkel zur
vertikalen Achse aufgestellt. Nach 7 Tagen wurdea Hange der Haupt- und
Seitenwurzeln sowie die Anzahl der Seitenwurzelnmin{@re Verzweigungen der

Hauptwurzel) bestimmt.

1/10 PNM-Medium: * Fe-EDTA.

0,5ml 1 M KNG 2,5 g FeS@x 7H,0 in 400 ml HO

1 ml KH,PO,-Stocklosung (5 g/ 100 ml) geben, 3,6 g N&EDTA zufugen,

1 ml K;HPO,-Stocklésung (2,5 g/ 100 ml) aufkochen, unter Rihren abkihlen
2ml 1M MgSQ x 7H,0O und mit HO auf 450 ml aufftllen

0,2 ml 1 M Ca(NQ).
2,5ml Fe-EDTA *
0,025 g NaCl

4 g Gelrite

ad 11 HZOdest

2.9.2 QUANTIFIZIERUNG DER WURZELBESIEDLUNG MIT P.INDICA IN ARABIDOPSIS

Durch die Quantifizierung der Menge & indicaDNA in Arabidopsiswurzeln
sollte Gberpruft werden, ob sich in verschiedenartavitenlinien Unterschiede beziglich
der Besiedlung relativ zum Wildtyp feststellen EssDie Anzucht der Pflanzen fir diese

Versuche erfolgte unter zwei verschiedenen Bediggon (1) semi-steril in einem
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Sand:Oil Drf-Gemisch (Topfkultur) oder (2) steril auf Agarpéatt(vgl. Kap. 2.9.2.1 und
2.9.2.2). Die Besiedlungsstarke der PflanzenwureatrP. indicawurde in beiden Fallen
mittels gPCR (vgl. Kap. 2.6.6) analysiert. Hierzurden pro Probe 40 ng genomische
DNA, extrahiert aus den entsprechenden Wurzelprabeginem 20 ul Ansatz eingesetzt.
Primer fir das Ubiquitin 5-Gen (UBQ 5) dienten denplifikation pflanzlicher DNA. Zur
Amplifikation P. indica spezifischer DNA wurden Primer fur die ITSntagenic
transcribed spacégrRegion eingesetzt, die eine spezifische Sequenzitzlichen DNA
amplifizieren (DESHMUKH et al., 2006). Die Besiedlungsstéarke relativ zumdWp wurde
aus den qPCR-Daten wie folgt berechndf'$uante)ydCtWildyp) ‘par gCt-Wert ergibt sich
hierbei aus der Differenz des Ct-Wertes flr die-Fr#ner und fur UBQ5. Die Sequenzen

der verwendeten Primer finden sich in Kapitel 2.10.

2.9.2.1 Quantifizierungsversuche im Sand:Oil Dri®>-Gemisch (Topfkultur)

Oberflachensterilisierte Arabidopsissamen wurdemizhbst wie in Kapitel 2.1.2
beschrieben fiir 14 Tage auf ¥ M&gar (0,25 % Gelrite) und anschlieRend einzeln in
Topfen mit einer 1:1 (v:v) Mischung von Oil Brund Quarzsand angezogen. Vor dem
Umsetzten wurden die Wurzeln der Pflanzen fir 2 leiner Suspension a#s indica
Chlamydosporen (500.000 Sporen/ml) inkubiert. Zzlg#t wurde 1 ml der Sporensuspen-
sion zu jedem Keimling auf das Substrat pipettiéwei Wochen nach der Inokulation
wurden die Wurzeln durch Waschen vom Substrat ibefrel die genomische DNA nach
der Methode von DYLE & DoYLE (1990) extrahiert (vgl. Kap. 2.6.1). In jedem Enipe
ment wurden pro Arabidopsislinie vier Pools ausgisv3-5 Pflanzen getrennt analysiert.
Als Reinheitskontrolle diente ein Set an nicht Ritindica infizierten Pflanzen. Zudem
wurde die Besiedlung nach WGA-Farbung der Wurzedl. (Kap. 2.5.2) mikroskopisch
Uberpraft.

2.9.2.2 Quantifizierungsversuche unter sterilen Bedingungermauf Agarplatten

Die Quantifizierungsversuche unter sterilen Bednggn auf agarhaltigem Medi-
um sollten eine genauere zeitliche Analyse derdteon vonP. indicain Arabidopsis-
wurzeln ermdéglichen. Dazu wurden zunachst Arabigspsnen wie oben, jedoch nur fur
eine Woche auf %2 MSAgar vorgekeimt. Von diesen Keimlingen wurden jésvacht im
Abstand von ca. 1 cm in das obere Viertel quadia¢is 12 x 12 cm Platten auf %2 MS-
Agar ohne jeglichen Zusatz von Zucker oder Casasdim@n (vgl. Kap. 2.1.2), umgesetzt.
Das obere Viertel des Agars dieser Platten wurdd Wausharten zuvor entfernt, um den

Pflanzen gentigend Raum zum Wachsen zu geben. Qjesatzten Keimlinge wurden far
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zwei Wochen senkrecht stehend angezogen. NachwieinV¥ochen wurde jeweils 1 ml
einer P. indicaChlamydosporensuspension (500.000 Sporen/ml) tgteaBig auf der

Agarflache verteilt. Pro Arabidopsislinie wurden B,sowie 14 Tage nach Inokulation
Wurzelproben entnommen und hierzu je nach VerfughakVurzeln von 2 bis 4 Platten
vereint. Die DNA-Extraktion erfolgte nach der CTABethode (vgl. Kap. 2.6.1).

2.9.3 ANALYSE P. INIDCA-INDUZIERTER SYSTEMISCHER RESISTENZ IN ARABIDOPSIS

Zur Klarung der Frage, ob eine Besiedlung der Wareet P. indicain Arabidop-
sis einen systemischen Resistenzeffekt bedingtweldhe Signalwege maoglicherweise
daran beteiligt sind, wurde das Syst&mnthaliana- G. orontii verwendet. Es wurde die
Starke des Pathogenbefalts indicabesiedelter und nicht besiedelter Pflanzen desl-Wil
typs Col-0 sowie diverser Mutantenlinien miteinanderglichen. Dazu wurden 14 Tage
auf 2 MS-Agar vorgekeimte Arabidopsispflanzen fir 2 Stundeneiner Tween 20-
Lésung bzw. einelP. indicaChlamydosporenlésung (5x1&poren/ml) inokuliert und
anschlieBend einzeln in Topfe mit einer Sand:Talgavlischung gesetzt (vgl. Kap. 2.1.2
und 2.3.1). Nach weiteren 14 Tagen erfolgte eingil8pokulation mitG. orontii (4-6
Konidien/mnf, vgl. 2.4.1). Die Besiedelung der Wurzeln rRitindica wurde mikros-
kopisch mittels WGA-Farbung tberprift (vgl. 2.51#)d das Pathogenwachstum, wie in
Kapitel 2.4.1 angegeben, 5 und 10 dai evaluiert.

2.9.4 EXPRESSIONSSTUDIEN AUSGEWAHLTER GENE IN ARABIDOPSISBLATTERN

Der Einfluss einer Besiedlung der Wurzeln Ritindicaauf das Expressionsmuster
ausgewahlter Gene im BlatPR1, PR5, Lox2, VSP1, ERFdurde mittels qPCR unter-
sucht (vgl. Kap. 2.6.6). Hierzu wurden cDNA-Prolaers BlatterrP. indicainfizierter und
nicht infizierter Col-0 Pflanzen vor, sowie 3 alsch 6 Tage nach Inokulation n@. oron-
tii vergleichend analysiert. Die Anzucht in einem SRndk-Gemisch sowie die. indica
und Mehltauinokulation der Pflanzen erfolgte wiganr?.1.2, 2.3.1 und 2.4.1 beschrieben.
Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden die BI&HED (zahlweise inklusive Keim-
blatter) von den Pflanzen abgetrennt, daraus di& RAth LOGEMANN et al. 1987 extra-
hiert und in cDNA transkribiert (vgl. Kap. 2.6.2ff.Die verwendeten Primersequenzen
finden sich in Tabelle 2.10-1.
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2.10 PRIMERSEQUENZEN

Tabelle 2.10-1:A. thaliana- (At-) und P. indica-spezifische Primer AT: Anlagerungstemperatur

Bezeichnung, il Rich-
: Produkt- Sequenz

TAIR-Acession Nr. » tung

lange (bp)
b indicalTs 60 °C Fwd 5-CAACACATGTGCACGTCGAT-3’

' 119 bp Rev 5-CCAATGTGCATTCAGAACGA-3'

60 °C Fwd 5-CCAAGCCGAAGAAGATCAAG-3’
AUBQS, AT3G62250 | 45 bp Rev 5-ACTCCTTCCTCAAACGCTGA-3'

60 °C Fwd 5-CCCACAAGATTATCTAAGGGTTCAC-3’
AIPR1b, AT2G14610 77 bp Rev 5-CCCTCTCGTCCCACTGCAT-3’

60 °C Fwd 5-ACAGGCTGCAACTTTGACG-3’
AtPRS, AT1G75040 139 bp Rev 5-AGAAATCTTTGCCGCCATC-3’

60 °C Fwd 5-CGGCAATGGTGGAAGCA-3’
AtPdr1.2, AT5G44420 79 bp Rev 5-CATGCATTACTGTTTCCGCAAA-3'

60 °C Fwd 5-AAGCCAAACGGATCGAAGT-3’
AtVSPL, ATSG24780 | 11, bp Rev 5-AATCAGCCCATTGGTCTCC-3’

60 °C Fwd 5-TCGTGTTGGATTATCATGATTTG-3’
Atlox2, AT3GA5140 | 156 1, Rev 5-CAACAGGCCTCAATGTGCT-3

60 °C Fwd 5-GCCGTCTTCTTCGTCTTCC-3'
ATErf1, AT4G17500 99 bp Rev 5-TTGACCGGAACAGAATCCA-3'

Tabelle 2.10-2: Gerstenspezifische PrimeDie Sequenzen zu den Contig- bzw. EST-Nummern
finden sich unter www.plexdb.org; AT: Anlagerungspeeratur.

Bezeichnung/ alk Rich-
Contig 0. Singleton FIOEU tung Ui
lange (bp)
Ubi60deg 60 °C Fwd 5'-ACCCTCGCCGACTACAACAT-3’
Barleyl 01038 263 bp Rev 5-CAGTAGTGGCGGTCGAAGTG-3’
HKG1 60 °C Fwd 5-GGCCTGTAAGTGCTTGGC-3'
Contig1094_s_at 131 bp Rev 5-CGCTAGACCACAACACAGTAGC-3’
185-Primer 60 °C Fwd 5-GCGAGCACCGACCTACTC-3’
161 bp Rev 5-GGACCGGAATCCTATGATGTT-3'
BCI-7 60 °C Fwd 5-ACTTCAGGAGCAACCGTGTC-3'
Contig34_s_at 145 bp Rev 5-CGCGCACTAATTCATCCTTT-3’
HSP17.9 60 °C Fwd 5-CGCTCTTTTGTGCCTTTAGC-3'
HYO03K23u_at 149 bp Rev 5-TCACACTTTGGACTCGATGC-3’
HSP 70 60 °C Fwd 5-GGAGGTTGACTAAGCTGTTGC-3’
Contig873_s_at 126 bp Rev 5'-ACATGACACGACGACAAACG-3’
PR-1Barleyl 02210/ | 60 °C Fwd 5-GGACTACGACTACGGCTCCA-3’
_02212 150 bp Rev 5-GGCTCGTAGTTGCAGGTGAT-3
PR-2 60 °C Fwd 5-TACTTCGCGTACCGTGACAA-3’
Barleyl_01637 101 bp Rev 5-GTGTAGGTCAGCCCGTTGTT-3’
PR-5 60 °C Fwd 5-GCCGACCAACTACTCAATGT-3’
Contig2787_s_at 91 bp Rev 5-AGGGCAGGTGAAGGTGCT-3’
Contig1071_s_at 60 °C Fwd 5-AGGTCCCTGAGCCCATGT-3’
- 109 bp Rev 5-GTGCAGAGCAATGTCACGTA-3’
Contig11248_at 60 °C Fwd 5'-AAGGGAGAGGAGGAAGAG-3’
~ 95 bp Rev 5-TGCTTGACATAACCATACACA-3’
Contig12473 at 60 °C Fwd 5-CTGGCTGGGGAAGAACAAAC-3’
— 131 bp Rev 5'-CCACATTATCAACCCTGAAGC-3'
Contig13265_at 60 °C Fwd 5-GTCTGCGTGCTTCCTAAC-3’
— 109 bp Rev 5-CTTCTGGTCATTCTGTTTCC-3’
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. 60 °C Fwd 5-GGGAGAGGAGAGCGTATCG-3’
Contig14040_at
158 bp Rev 5-TCTGTGCTCCATTCTGTTCC-3’
. 60 °C Fwd 5-CGTCATCCTCGTGCTCTACA-3’
Contig14311_at
101 bp Rev 5-AAGTCCTGGCATTCTGTTCG-3’
. 60 °C Fwd 5-TGGCGAACAAGAGCAAGAC-3’
Contig16151_at
156 bp Rev 5-TTGAATAGGCAGGTCGGAAG-3'
Contig21126_ at 60 °C Fwd 5-GGAATAGCAACGGTGAGGAG-3
— 89 bp Rev 5-AGGCACACAAGCAACAACAG-3'
. 60 °C Fwd 5-CATCATCTACGCTCGCTCTC-3'
Contig22115_at
138 bp Rev 5-GGGCAGGACAGACACAGG-3’
. 60 °C Fwd 5-TGCCATTTTCATTCATCACG-3'
Contig22458_at
123 bp Rev 5-AACCCGACGTATCACAATCC-3'
. 57 °C Fwd 5-CTACGAAACACGAAGCAAGG-3’
Contig23097_at
123 bp Rev 5-AGCACCATCCTCATCAACG-3’
. 60 °C Fwd 5-CAGGTGCTGCTTCGTATGC-3’
Contig23773_at
108 bp Rev 5-ATTGGGTAACACCTTGACCG-3’
. 60 °C Fwd 5-TGACCCCATTTACTACATCGC-3’
Contig2433_s_at
103 bp Rev 5-TGGAGTATCAAGAGAGCATGG-3’
. 60 °C Fwd 5-AGGGCAACATGCTCAAGAAC-3'
Contig2474 at
¢ - 103 bp Rev 5-GAGTGGTCGTCCTCGATGT-3’
Contig3393_at 60 °C Fwd 5-CGGCGGTCTACTTCTACG-3
- 102 bp Rev 5-GCTTGGTCACATCCTTGG-3'
. 60 °C Fwd 5-TGCGTACCTGACACATCCAT-3’
Contig3901_s_at
102 bp Rev 5-TGCTTGGGTCGTCACAGTAG-3’
. 60 °C Fwd 5-ACAAGAGACCTGCCCGATAC-3'
Contig4273 at
'9 — 99 bp Rev 5-TCACGCCGTCTATGGCTAGT-3’
. 60 °C Fwd 5-ATCTCGTCGCTCCGTGTC-3'
Contig4707_at
92 bp Rev 5-AGCTCGCAGAACAACTAGGA-3’
Contig5508_at 60 °C Fwd 5-GGTAGAGAGGGACACGCAAA-3
— 98 bp Rev 5-GCCATTTTCTTCCCAGTCTTT-3'
. 57 °C Fwd 5-CGTAGCCAAGGATGTGTGC-3’
Contig7516_at
105 bp Rev 5-TCACATCTCGGTCTCATTCG-3’
. 60 °C Fwd 5-AACGGGAAGGGAAGGGTAG-3’
Contig8678_s_at
96 bp Rev 5-CGAAGTAGTGAAGGCGATGA-3’
. 60 °C Fwd 5-AACTTGTACCCTTCTTGCACA-3'
Contig8679_at
126 bp Rev 5-ATCCCTACACCCCCTACCAA-3’
. 60 °C Fwd 5-TGGTTCCCATTGGTTCTGTT-3’
Contig9959_at
113 bp Rev 5-GCCAATTTCTCATCCTTTCG-3’
60 °C Fwd 5-ACGCTCAACTTCGTCGTG-3'
HV_CEb0022J21r2_at
- -1 112 bp Rev 5-TCCGATGCCCTCCTTATG-3'
HV03G03u_at 57 °C Fwd 5-AACTCTCGTGCCCAGATCC-3'
161 bp Rev 5-TTCCTCCCCAATCTTTTGC-3
HVSMEIO007017 57 °C Fwd 5-GGCTCCACGTCAGGAATAAC-3'
r2_at 142 bp Rev 5-CCGAAAAAGAACCAACCAAA-3’
HVSMEmO0004L13r2_s| 60 °C Fwd 5-CCGGATAATCTTGTTGTGTCG-3'
_at 147 bp Rev 5-AACCATTTGCACTGAATAGCC-3’
HW08CO4U at 60 °C Fwd 5-ATGCAGCTTGTTCAGATTGG-3’
- 134 bp Rev 5-GTGCCCTATTGCTTGACG-3'
60 °C Fwd 5-AGCTTCCTCCATCACATTCG-3’
HZ52M24r s at
—— 220 bp Rev 5-ATGAGCCATTTCTTCCATGC-3'
pGY1fwd2 56 °C Fwd 5-CGTTCCAACCACGTCTTCAA-3'
BamHiInprlas 56 °C Rev 5-GGATCCTAGCAGCGATGTGAAG-3’
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3 ERGEBNISSE

Die Besiedlung von Pflanzenwurzeln dureéhindica wirkt sich auf das Wachstum,
die Entwicklung und den Ertrag, aber auch auf diesS- und Pathogenanfallig des Wirtes
aus (z. B. Bam et al., 2004a; 2004b;CBAFER & KOGEL, 2009; \ARMA et al., 1999;
WALLER et al., 2005). Einige der diesen Effekten zugruhegenden Mechanismen zu
verstehen und zu entschlusseln, war Ziel dieseeiirbm Fokus stand hierbei vor allem
die Identifizierung und Analyse transkriptionelleranderungen und beteiligter Signal-
wege wahrend der durdP. indicainduzierten systemischen Resistenz in Gerste.Haie
higkeit vonP. indica Arabidopsis zu besiedeln machte es zudem moghigbh in dieser
Modellpflanze mit ihrem Repertoire an zuganglicheiormationen und Mutanten, Resis-
tenzeffekte und den Einfluss verschiedener Faktargrdie Interaktion in der Wurzel zu
analysieren. Neben diesen vor allem molekularbistdgen Studien wurde zusatzlich der
direkte Einfluss des Endophyten auf die morpholdggsEntwicklung von Gerste in Ab-
hangigkeit von der Zeit und der InokulationsdiclgeEnauer charakterisiert, um hieraus
Ruckschlisse auf die Art der Interaktion zwischen deiden Partnern ziehen zu kénnen.
Einige Versuche diesbezlglich wurden zum Verglabknfalls in Arabidopsis durchge-
fuhrt.

Mit der Auswertung und Darstellung der in den mailphgischen Studien gewonnen
grundlegenden Erkenntnisse wird hier begonnen (Rdp, gefolgt von den Ergebnissen
hinsichtlich der molekularen Grundlagen der duRhindica induzierten Resistenz in
Gerste (Kap. 3.2 und 3.3) und Arabidopsis (Kap).3dschlielend werden die Ergebnis-
se bezuglich der Interaktion in der Wurzel praggh{Kap. 3.5).

3.1 MORPHOLOGISCHE VERANDERUNGEN INDUZIERT DURCH P. INDICA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss nindica auf das Wurzel- und
Sprosswachstum in Gerste (Kap. 3.1.1) und auf diez@lentwicklung in Arabidopsis
(Kap. 3.1.2) analysiert. Die Charakterisierung derphologischen Einflisse in Gerste

erfolgte hierbei in Zusammenarbeit mit Sophie JadobRahmen ihrer Masterarbeit.

3.1.1 EINFLUSS VON P. INDICA AUF DIE M ORPHOLOGIE UND ENTWICKLUNG VON

GERSTE?!

Der Einfluss vorP. indicaauf das Spross- und Wurzelwachstum von Gerste wurde
einerseits zeitlich tber drei Wochen und anderersei Abhangigkeit von der Inokulati-
onsdichte der Wurzeln mit dem Pilz genauer charasltet. Hierzu wurden drei Tage alte

'Im Text zu Mittelwerten angegebene Abweichungeregaten Standardfehler aus vier (7 und 14 daf1
Werte) bzw. 3 (21 dai-Werte) unabhéngigen Experterean.
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Gerstenkeimlinge in unterschiedlich konzentriertgisungen mit Chlamydosporen von
P. indica inokuliert und in ein Seramis:Oil DHGemisch getopft (Topfversuche) bzw.
steril auf agarhaltigem Medium in Glasern weitegezogen (Glasversuche). Von den im
Topf angezogenen Pflanzen wurden 7, 14 und 21 hagh der Inokulation (dai) vom
Spross und der Wurzel die Parameter (1) LAngesr{&thgewicht und (3) Trockengewicht
ermittelt. Zusatzlich wurde 7 dai die Anzahl an iggien Seitenwurzeln (Verzweigungen
der priméaren und sekundaren Keimwurzeln) bestinBei. den auf Agar angezogenen
Pflanzen wurden ebenfalls die sieben Tage nachulatkn gebildeten Seitenwurzeln ge-
zahlt. Vor allem diente dieser Ansatz jedoch daimn Einfluss verschiedener Inokulati-
onsdichten auf die Besiedlungsstarke mittels qtetiver Real-Time PCR (gPCR) zu
ermitteln. Hierbei zeigte sich, dass eine Erhéhdeiginokulationsdichte um den Faktor 10
im Bereich von 5.000 bis 500.000 Sporen/ml mit eime den Faktor 1,3-1,8 erhéhten
Besiedlungsstarke einherging. Dieses Bild zeigtlk gials auch 10 Tage nach Inokulation.
Kongruent hierzu lieR sich mikroskopisch auch im dre Searmis:Oil Dfi angezogenen
Pflanzen eine in Abhangigkeit von der Inokulatidokte erhéhte Besiedlung feststellen
(Daten Sophie Jakobs).

Die Auswertung der morphologischen Daten zeigtereisignifikanten Einfluss von
P. indicaauf die Anzahl der in Gerste gebildeten Seitenelarzsowohl in den Topf- als
auch in den Glasversuchen (vgl. Abb. 3.1-1 A undIB)beiden Féllen war unabhangig
von der Inokulationsdichte die Anzahl an Seitenwlrzn den durchP. indicakolonisier-
ten Pflanzen gegenlber den Kontrollen erhéht. Gasitig wurde das Ausmald der ver-
starkten Seitenwurzelbildung durch die Hohe deskdhons beeinflusst. Wie aus
Abbildung 3.1-1 A ersichtlich, riefen sowohl dieedrigste als auch die beiden hdchsten
Inokulationsdichten eine im Vergleich zu den Kotiptanzen signifikant um > 50 %
erhdhte Anzahl an Seitenwurzeln hervor (c(3168 % , c(3*10): 59 %,
c(3*10°): 93% ; 'p<0,05; " p<0,01;" p<0,001; StudentischesTest). Die mittlere
Inokulationsdichte von 3*10Sporen/ml zeigte ebenfalls eine im Vergleich za #®n-
trollen um 19 % signifikant erhéhte (p < 0,05), Wargleich zu der niedrigsten und héchs-
ten Inokulationsdichte jedoch signifikant geringeékezahl an Seitenwurzeln (p < 0,05
bzw. 0,001). Dieses Muster, dass die Anzahl are®eitrzeln nicht linear mit der Inokula-
tionsdichte zunahm, konnte nicht nur in den Touehen, sondern auch bei den steril in

Glasern auf Agar angezogenen Pflanzen beobachtdewévgl. Abb. 3.1-1 B).
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A: Topfversuche
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B: Glasversuche
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Abb. 3.1-1: P. indica-induzierte Seitenwurzelbildung in Gerste in Abhangjkeit von der In-
okulationsdichte. (A) Anzahl an Seitenwurzeln in Mock-behandelten odiéverschiedenen Kon-
zentrationen ai. indicaChlamydosporen inokulierten Gerstenkeimlingen geraach Inokulati-
on (dai). Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in @n8eramis:Qil Dff (2:1)-GemischAngabe des
Mittelwertes mit Standardfehler (n = 4). Signifilkdmerechnungen erfolgten durch einen Studenti-
schent-Test: p < 0,05(B) Abbildungen reprasentativer Mock- bzw. mit versdieigen Konzentra-
tionen an P. indicaChlamydosporen inokulierter Gerstenkeimlinge 7 daie Anzucht der
Keimlinge erfolgte steril auf agarhaltigem Medium Glasern. Bilder ibernommen von Sophie
Jacobs.
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Die Inokulation mitP. indicaChlamydosporen wirkte sich bei den in Topfkultar a
gezogenen Pflanzen jedoch nicht nur auf die Bilduog Seitenwurzeln, sondern auch
signifikant auf die Lange, das Frisch- und das Keogewicht von Wurzel und Spross aus
(vgl. Abb. 3.2-2, Varianzanalyse, GLM, p < 0,05usatzlich waren fur alle Parameter die
Varianten Zeit und Experiment signifikant. Eine gehen den verschiedenen Erntezeit-
punkten diskriminierende Betrachtung zeigt zuderassdein positiver Einfluss von
P. indicaauf das Gewicht bei allen verwendeten Inokulaticctgen erst nach drei Wo-
chen zutage trat. Dies wird in den Abbildungen B.G-F, deutlich. Dort ist erkennbar,
dass das Spross- und Wurzelgewicht derAmihdicainokulierten Pflanzen (Trocken und
Frischgewicht) zu den Zeitpunkten 7 dai und 14kaé@men Unterschied zu den Kontrollen
aufwies oder sogar eher verringert war. Drei Woahgrh Inokulation zeigten die mit den
verschiedeneP. indicaKonzentrationen inokulierten Pflanzen dagegereedhtes Wur-
zelgewicht relativ zu den Kontrollen. Der grol3tetéischied konnte bei Pflanzen inoku-
liert mit 3*10° Sporen/m| beobachtet werden. Hier war das Fribzi. Trockengewicht
um 47,8 + 14,5 % bzw. 38,3 £ 9,7 % im Vergleichdan Kontrollen erhéht. Den gerings-
ten Anstieg zeigten mit 3*£@Bporen/ml inokulierte Pflanzen (Unterschied ims&hi bzw.
Trockengewicht: 12,4 £ 5,1 % bzw. 14,3 + 6,8 %). $pross war ein Effekt auf die Bio-
masseakkumulation 21 dai fur Pflanzen inokuliert miner Sporenkonzentration von
3+*10*% und 3*10 Sporen/ml zu erkennen. Hier zeigte sich ein ed®HBewicht von
9,2+25% und 9,6 £9,9 % (Frischgewicht) sowig31t 8,2 % und 18,0 £ 9,9 % (Tro-
ckengewicht). Das Verhaltnis von Trocken- zu Frggahicht in Spross und Wurzel wurde
zu keinem der Zeitpunkte konsistent duRchndicaveréndert (Daten nicht gezeigt).

Betrachtet man die Resultate zur Wurzellange (&gb. 3.1-2 B), wird ein mit der
Inokulationsdichte zunehmender, negativer Effeld Badophyten auf diesen Parameter
sichtbar (Abb. 3.1-2 B). So wiesen die mit der rigsten Inokulationsdichte von 3*10
Sporen/ml inokulierten Pflanzen 7 dai im Mittel Wyl + 2,6 % langere Wurzeln als die
Kontrollen auf, wahrend die mit der hochsten Konmion (3*1¢ Sporen/ml) inokulier-
ten Wurzeln signifikant um 11,4 +1,5 % (p < 0,&ludentischet-Test) verkirzt waren.
Dieser Effekt verstarkt sich mit der Zeit. So wahdai auch die Wurzeln der mit der
geringsten Sporenkonzentration inokulierten Pflantndenziell um 4,1 £ 2,6 % kurzer
als die der Kontrollen und die héchste Inokulateholste bedingte eine Wurzelverkiirzung
von im Durchschnitt 22,3 + 8,2 %. Die Verkirzung det der hochsten Sporenkonzentra-

tion inokulierten Pflanzen war hierbei signifikamiher als bei allen anderen Pflanzen zu-
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sammen (p < 0,05, Varianzanalyse, GLM mit den Faki@eit undP. indicaals Hauptef-

fekt und Interaktion).
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Abb. 3.1-2: Einfluss vonP. indica auf das Wurzel- und Sprosswachstum in Gersté&semessen
wurden - getrennt fur den Sprdgs C, E) und die Wurze(B, D, F) - die Parameter Land@, B),

Frisch- (C, D) und Trockengewich{E, F). Dargestellt sind die prozentualen Unterschiede zw
schenP. indicainokulierten und nicht -inokulierten Pflanzen zendZeitpunkten 7, 14 und 21 Tage
nach der Inokulation (dai). Hierbei wurden Inokidasdichten von 3*1bbis 3*1¢ unterschieden.
Angegeben sind die Mittelwerte aus drei (21 das)\bér unabhangigen Versuchen (7 und 14 dai)
mit Angabe des Standardfehlers. Fir alle Pararketente ein signifikanter Einfluss vdn indicg

der Zeit und dem Experiment festgestellt werderri@raanalyse (ANOVA), General Linear Mo-
del (GLM)). Weil3e Balken: 7 dai; hellgraue Balké&#:dai; dunkelgraue Balken: 21 dai.
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Der Spross durchr. indica besiedelter Pflanzen zeigte 7 dai im Vergleichdemn
Kontrollen durchschnittlich ebenfalls keinen Untiged oder eine geringere Lange (vgl.
Abb. 3.1-2 A). Den starksten Effekt zu diesem Zaitd zeigte die héchste Inokulations-
dichte (3*18 Sporen/ml). In diesem Fall konnte eine signifikeetkiirzte Sprosslange von
7,3+ 1,4 % festgestellt werden (p < 0,05; Einfach&est). Im Gegensatz zur Wurzel
nahm der negative Einfluss véh indica auf die Sprosslange Uber die drei Wochen be-
trachtet ab oder verkehrte sich sogar ins GegemteiFalle der Inokulationsdichte 3*10
Sporen/ml war der Spross ab 14 dai tendenziell inx48 % langer als der der Kontroll-
pflanzen. Diese Konzentration zeigte somit den gnd&influss auf die Sprosslange.

Die in diesem Kapitel dargestellten Resultate zgigkass eine Kolonisierung von
Gerstenwurzeln durctP. indica zu einer verstarkten Seitenwurzelbildung, verkiirzte
Hauptwurzeln und nach zwei Wochen zu einem vergéarkachstum der Wurzeln fuhrt.
Die Starke der Seitenwurzelbildung und das Ausmafd\érkirzung der Hauptwurzeln
werden zudem von der Inokulationsdichte beeinfludstch die Sprosslange und das
Sprossgewicht kolonisierter Pflanzen sind anfaegsiénziell geringer als in nicht koloni-
sierten Pflanzen. Dieser Unterschied nimmt mit Zeit jedoch ab und verkehrt sich teil-

weise ins Gegenteil.

3.1.2 EINFLUSS VON P. INDICA AUF DIE WURZELMORPHOLOGIE VON ARABIDOPSIS

In Analogie zu Gerste wurde auch in Arabidopsidyasiert, inwieweit sich die Be-
siedlung durchP. indica auf die Morphologie der Wurzeln auswirkt. Hierzurden die
Parameter Gesamt-, Haupt- und Seitenwurzellangeestiev Anzahl gebildeter Seitenwur-
zeln (von der Hauptwurzel abgehende, primare Vagumgen) inP. indica und Mock-
inokulierten Pflanzen 7 dai miteinander verglichBre Gesamtwurzellange ergab sich aus
der Summe der Ladnge der Haupt- und aller SeiterglurAls Inokulationsdichte wurde
die standardmalRig bei allen Versuchen mit Arabidopsgesetzte Konzentration von
5*10° Sporen/ml verwendet.

Die durchgefuhrten Versuche zeigten, dass die Haupt Gesamtwurzellange von
durchP. indicabesiedelten Pflanzen 86,5 £+ 2,6 % bzw. 84,4 996 der Kontrollpflanzen
betrug. Die Anzahl und durchschnittliche Lange 8ertenwurzelnP. indica besiedelter
Pflanzen lag im Vergleich zu den Kontrollen bei®f,12,1 % bzw. 107,6 + 12,6 %. Ab-
gesehen von den verkirzten Hauptwurzeln war keor Unterschiede signifikant
(p < 0,05; Einfachet-Test). Ein Einfluss auf den Spross, z. B. eineenéBlattanzahl,
zeigte sich unter diesen Versuchsbedingungen inersmthungszeitraum nicht (Daten
nicht gezeigt).
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Tabelle 3.1-1: Einfluss vorP. indica auf die Wurzelentwicklun

in Arabidopsis 7 dai.

P. indicarelativ

Standardabweichung

FEIEIISES zur Kontrolle (K = 100 %) (STABWN)
Hauptwurzellange 86,5 % * +2,6%
Anzahl Seitenwurzeln 80,5 % +12,6 %
Lange der Seitenwurzeln 107,6 % +12,1%
Gesamtlange der Wurzel 84,4 % +6,1%

"p < 0,05, Einseitige-Test

Kongruent zu den Ergebnissen aus Gerste (Kap.)3kbrnte somit auch in mit
P. indicainokulierten Arabidopsiswurzeln 7 dai eine sigrafik verringerte Hauptwurzel-

lange festgestellt werden. Unterschiede in Anzald udnge der Seitenwurzeln zeigten

sich dagegen nicht.
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3.2 TRANSKRIPTOMANALYSE BGH-INOKULIERTER GERSTENBLATTER

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die nlifezierung und Analyse
grundlegender molekularer Mechanismen wéahrend dethdP. indica induzierten syste-
mischen Resistenz gegen den Echten GerstenmeBltameria graminisf. sp. hordei
(Bgh). Eine vergleichende Transkriptomanalyse der 8tamit P. indica besiedelter und
nicht besiedelter Gerste sollte Hinweise auf bigteilGene und Signalwege geben. Dazu
wurden drei unabhéngige Arrayexperimente (AE lIB)amit jeweils 12 Mikroarrays (Af-
fymetrix BarleylGeneChiff) durchgefiihrt. Die 12 Mikroarrays wurden jeweilit ent-
sprechend aufgearbeiteter RNA aus Blattern durchndica besi