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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Eines der groBten Probleme der Gegenwart ist die Versorgung der schnell wachsenden
Weltbevolkerung mit Nahrungsmitteln. Obwohl die moderne Landwirtschaft das Potential
hat, alle Menschen ausreichend zu erndhren, wird dieses Ziel in groBen Teilen der Welt
verfehlt. Einen bedeutenden Anteil an der Diskrepanz zwischen theoretisch erreichbarem und
tatsdchlich erzieltem Ertrag haben pflanzliche Pathogene, die weltweit 17,5 Prozent des
potentiellen Ertrags vernichten (Oerke, 1997). Auch mit intensiven chemischen
PflanzenschutzmaBnahmen ist ein Befall durch verschiedene Schaderreger oft nicht
abzuwenden. So wird die volle Wirksamkeit eingesetzter Pflanzenschutzmittel oft durch
ungeniigende Applikationstechniken oder durch ungilinstige duflere Bedingungen wie
beispielsweise Regen verhindert. Zudem ist ein hdufiger und starker Einsatz von chemischen
Pflanzenschutzmitteln, wie er oft zur Verhinderung des Krankheitsausbruchs nétig wire,
sowohl aus Okonomischen als auch aus Okologischen Griinden nicht sinnvoll. Einige
Pathogene entwickeln auflerdem stindig neue Resistenzen gegen chemische
Pflanzenschutzmittel. Die eleganteste Losung zur Verhinderung des Pathogenbefalls von
Nutzpflanzen, wire der Anbau von Sorten, die resistent gegeniiber den wichtigsten
Pathogenen sind. Um dieses Ziel zu erreichen, ist eine genaue Kenntnis der jeweiligen

Pathogenese und den zugehorigen Abwehrreaktionen der Pflanzen notwendig.

1.1 Wirt - Pathogen - Interaktionen

Pflanzen sind in der Natur stdndigen Angriffen von Viren, Bakterien, Pilzen und anderen
Schaderregern ausgesetzt. Ist ein Pathogen in der Lage, einen Wirt zu befallen und sich auf
bzw. in diesem Wirt zu vermehren, so spricht man von einer kompatiblen Interaktion, das
heifit der Wirt ist anfillig bzw. suszeptibel gegeniiber dem virulenten Pathogen. Kann die
Pflanze den Krankheitserreger jedoch abwehren, handelt es sich um eine inkompatible
Interaktion zwischen einem resistenten Wirt und einem avirulenten Pathogen (Schlosser,
1997). Eine Besonderheit ist die Toleranz gegeniiber einem Pathogen. Hierbei ldsst die
Pflanze zwar eine Besiedlung zu, diese fiihrt jedoch nicht zu einer wesentlichen Schadigung

des Wirts (Agrios, 1997).
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1.2 Resistenz

Als Resistenz bezeichnet man die Fahigkeit einer Pflanze, Befall und Besiedlung durch einen
Schaderreger zu verhindern oder zu begrenzen. Die Mechanismen der Pflanze, den
Pathogenbefall zu verhindern, sind vielfiltig (siche Kap. 1.4).

Die am weitesten verbreitete Art der Resistenz von Pflanzen gegeniiber Mikroorganismen ist
die sogenannte Nicht-Wirt-Resistenz. Diese Form der Resistenz zeichnet sich dadurch aus,
dass sie dauerhaft und Rassen/Sorten-unspezifisch ist, das heif}t, alle Angehorigen einer
Pflanzenart sind gegen alle Pathotypen eines Erregers resistent. Es gibt zwei wesentliche
Griinde, warum Pflanzen gegeniiber den meisten potentiellen Pathogenen eine Nicht-Wirt-
Resistenz zeigen. Einerseits stellt das Pathogen bestimmte physiologische Anspriiche an die
Wirtspflanze. So muss der Wirt sowohl durch spezielle Signalmolekiile fiir das Pathogen
erkennbar sein als auch bestimmte vom Pathogen bendtigte Substrate liefern konnen.
AuBlerdem miissen die oft hochwirksamen praformierten und induzierten Abwehr-
mechanismen der Pflanze durch den Schaderreger iiberwunden werden (Heath, 1987;
Schlosser, 1997).

Durchbricht ein Pathogen durch evolutive Verdnderungen die Nicht-Wirt-Resistenz, so kann
es die Pflanze ungehindert besiedeln. Im Laufe der Evolution ist es der Pflanze jedoch
moglich die Resistenz zuriickzugewinnen, indem sie das Pathogen spezifisch erkennt und eine
wirksame Abwehrreaktion ausgelost wird. Die so entstandene Wirtsresistenz ist meistens
qualitativ, das bedeutet, sie beruht auf der rassenspezifischen Erkennung eines
Avirulenzgenprodukts des Pathogens durch das korrespondierende Resistenzgenprodukt der
Pflanze (Gen-fiir-Gen Modell, Flor, 1971). Das Resistenzgenprodukt ist dabei Startpunkt
einer Signalkaskade, die zu einer effektiven Abwehr des Pathogens fiihrt. Die qualitative
Wirtsresistenz ist allerdings monogenen Ursprungs, was zu einer nur geringen Dauerhaftigkeit
in der agronomischen Anwendung fiihrt (Schlosser, 1997).

Ist eine Resistenz gegeniiber allen Erregerrassen gleichermalen effektiv, so spricht man von
rassenunspezifischer oder quantitativer Wirtsresistenz. Diese Form der Resistenz ist durch
thren polygenen Charakter zwar dauerhaft aber nur in wenigen Fillen vollstindig (zum
Beispiel die mlo-Resistenz der Gerste gegen Echten Gerstenmehltaupilz). Meist erhilt die
Pflanze durch quantitative Resistenzen nur eine unvollstindige Basisresistenz (Schldsser,

1997).
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1.2.1 Induzierte Resistenz

Die induzierte Resistenz umfasst alle Formen der Resistenz, die durch eine Stimulation der
Pflanze vor einer Pathogenattacke ausgeprdgt werden. Die Induktion der Resistenz kann dabei
sowohl durch verschiedene biotische, als auch durch abiotische Stimuli erfolgen. Nach
Perzeption des Stimulus wird eine Signalkaskade ausgeldst, die einerseits zur direkten
Expression von Abwehrmechanismen fiihrt, andererseits aber die Pflanze in einen geprimten
Zustand versetzt, das heillt deren Neigung erhdht, auf eine spétere Pathogenattacke schneller
und stédrker zu reagieren (Conrath et al., 2002).

Die biologisch induzierte Resistenz wurde erstmals durch Chester (1933) im System Tabak /
Tabak Mosaik Virus (TMV) beschrieben. Nach einer lokalen Infektion von Tabak mit TMV
wurde sowohl das befallene Blatt als auch die gesamte Pflanze resistenter gegen nachfolgende
TMV-Infektionen. Dieses Phdnomen wurde spéter als systemisch erworbene Resistenz
(systemic acquired resistance, SAR) bezeichnet (Ross, 1961). Da die in den meisten dikotylen
Pflanzenarten vorkommende SAR iiber mehrere Wochen bis Monate anhédlt und gegen ein
breites Spektrum von Pathogenen wirkt, ist die biotechnologische Anwendung des SAR
Mechanismus sehr interessant (Sticher et al, 1997). Als Abgrenzung von der durch
Pathogene induzierten SAR wird die durch wurzelbesiedelnde Rhizobakterien ausgeloste
Resistenz als ISR (induced systemic resistance) bezeichnet (Pieterse et al., 1998).

Zeitgleich mit dem Einsetzen der SAR kommt es in dikotylen Pflanzen zur Akkumulation von
Salizylsdure (Sticher et al., 1997) sowie zur verstirkten Expression von sogenannten
pathogenesis related (PR) Genen (siehe Kap. 1.3.3, van Loon und van Strien, 1999). Die
Anreicherung von Salizylsdure ist dabei entscheidend fiir den Aufbau der induzieren
Resistenz. So sind transgene NahG-Pflanzen, in denen die Akkumulation von Salizylsdure
durch Expression einer bakteriellen Salizylathydroxylase (NahG) verhindert wird, anfallig
gegeniiber einer sekundéren Infektion.

Durch die exogene Zufuhr von Salizylsdure kann ebenfalls systemisch induzierte Resistenz
erreicht werden, wobei der erhaltene Resistenzphénotyp nicht auf eine toxische Wirkung des
Induktors Salizylsdure gegen das Pathogen zuriickzufiihren ist. In diesem Fall spricht man
von chemisch induzierter Resistenz (CIR, Gorlach et al., 1996; Sticher et al., 1997). Eine
stirkere und langfristigere Resistenzauslosung erreicht man bei Verwendung von
Funktionsanaloga der Salizylsdure, wie DCINA (2,6 Dichlorisonikotinsdure) oder BTH
(Benzo(1,2,3)thiadiazol-7-carbothionsdure-S-methylester).
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1.3 Mechanismen der pflanzlichen Pathogenabwehr

1.3.1 Priformierte Komponenten der Abwehr

Unter praformierten Komponenten der Abwehr versteht man strukturelle (physikalische) und
biochemische Abwehrmechanismen der Pflanze, welche bereits vor dem Kontakt mit dem
Pathogen vorhanden sind und somit nicht induziert werden.

Zu den strukturellen praformierten Abwehrkomponenten gehoren vor allem die mechanischen
Barrieren wie Behaarung, epikutikuldre Wachsschichten und Kutikula. Diese Barrieren
verhindern die unmittelbare Interaktion des Pathogens mit den Wirtszellen, wodurch eine
Infektion erschwert wird (Schlosser, 1997).

Neben den strukturellen Komponenten gibt es eine Vielzahl von konstitutiven biochemischen
Abwehrmechanismen. Zum Beispiel werden niedermolekulare antimikrobielle Substanzen,
wie Senfdle, Saponine und Alkaloide, in Vakuolen gespeichert oder in die Zellwand

eingelagert (Stripe et al., 1992; Agrios, 1997; Heath, 2000).

1.3.2 Induzierte Komponenten der Abwehr

Gelangt trotz der priaformierten Abwehrkomponenten ein Erreger mit der Pflanzenzelle in
Kontakt, so wird er in der Regel von der Pflanze erkannt, die daraufhin ein breites Spektrum
an AbwehrmafBinahmen ausldst. Die Erkennung des Pathogens erfolgt hierbei tliber direkt oder
indirekt vom Pathogen freigesetzte Molekiile, die als Elicitoren bezeichnet werden.
Unmittelbar nach der Perzeption eines Elicitors beginnt die Pflanzenzelle mit der massiven
Produktion von Reaktiven Sauerstoff Intermediaten (ROI) wie Wasserstoffperoxid (H,O,)
und Superoxidradikalanionen (O,7). Dieser Prozess wird als oxidative burst bezeichnet und
beginnt wahrscheinlich mit der Bildung von O, durch eine plasmamembranstindige
NADPH-Oxidase (Lamb und Dixon, 1997).

ROIs sind wichtige Elemente der pflanzlichen Pathogenabwehr, da sie einerseits toxische
Wirkungen auf eindringende Krankheitserreger haben (Mehdy, 1994) und andererseits zur
Vernetzung von Zellwandbestandteilen bendtigt werden (Brisson et al., 1994). Noch nicht
bewiesen ist die Annahme, dass es sich bei ROI um Signaltransduktionskomponenten handelt,
die fiir die Regulation der verschiedenen Resistenzmechanismen verantwortlich sind (Scheel,
1998; Hiickelhoven und Kogel, 2003).

Um die Wirtspflanze zu besiedeln, miissen die meisten Pathogene die pflanzliche Zellwand

durchdringen. Dies verhindert die Pflanze durch Verstirkung der Zellwand direkt an der

4
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Infektionsstelle durch Einlagerung, Polymerisation bzw. Vernetzung von Kallose, Lignin,
Suberin und hydroxyprolinreichen Proteinen zu sogenannten Zellwandappositionen (Papillen,
Thordal-Christensen et al., 1999). Die Ausbildung der Papillen beginnt mit einer
Zytoplasmaaggregation unter der Infektionsstelle. Zeitgleich kommt es zu einer Zentrierung
des Aktinzytoskeletts auf den Angriffsort, wodurch wahrscheinlich die Voraussetzung fiir den
gerichteten Transport von Zellwandmaterial und Abwehrproteinen geschaffen wird
(Kobayashi ef al., 1997). Die lokal begrenzten Papillen verhindern im Idealfall die Penetration
von Pilzen und Bakterien in die Zelle (Agrios, 1997). Die im Bereich der Penetrationsstelle
ausgeschiitteten antimikrobiellen Substanzen wie zum Beispiel Phytoalexine schwichen das
Pathogen und unterstiitzen so die pflanzliche Abwehr (Hammond-Kosack und Jones, 1996;
Scheel, 1998).

Eine weitere Abwehrreaktion der Pflanze stellt das schnelle Absterben der angegriffenen
Pflanzenzelle bzw. der unmittelbaren Umgebung der Infektionsstelle dar. Dabei produzieren
die sterbenden Zellen gro3e Mengen an Phytoalexinen, PR-Proteinen und Phenylpropanoiden
(Koga et al., 1990; Gorg et al., 1993; Hammond-Kosack und Jones, 1996). Dieser als
Hypersensitive Reaktion (HR) bezeichnete Prozess entzieht insbesondere biotrophen
Pathogenen die Erndhrungsgrundlage und bewahrt somit den Wirt vor der Besiedlung. Da
sich die HR zytologisch von einer Nekrose unterscheidet und als aktiver Vorgang auf die
Proteinbiosynthese angewiesen ist (He ef al., 1994; Schulze-Lefert und Vogel, 2000), scheint
es sich bei der HR um einen dem programmierten Zelltod bei Tieren (Apoptose) analogen
Vorgang zu handeln. Tatséchlich kdnnen verschiedene tierische Apoptoseinhibitoren auch die
pflanzliche HR verhindern (Matsumura et al., 2003). Allerdings unterscheiden sich die
physiologischen Abldufe der HR im Detail von der Apoptose. Auch konnten verschiedene zur
Regulation der Apoptose unerldssliche Faktoren (zum Beispiel BAX, BCL-2) in Pflanzen
nicht gefunden werden. Aus diesem Grund wird die HR nicht als pflanzliche Apoptose
sondern als programmierter Zelltod (programmed cell death, PCD) bezeichnet.

Um das angreifende Pathogen zu schwichen, werden sowohl in der angegriffenen Zelle als
auch im umgebenden Gewebe antimikrobielle Substanzen produziert. So wird zum Beispiel
nach Pathogenerkennung der Phenylpropanoidmetabolismus aktiviert (Dixon und Paiva,
1995; Eckey et al., eingereicht), der zur Herstellung von antifungalen Substanzen (Alkaloide,
Phytoalexine, Saponine, Terpene) und zellwandverstirkendem Lignin benétigt wird.
Weiterhin produziert die befallene Zelle PR-Proteine, die entweder direkt antimikrobiell
wirken oder fiir abwehrinduzierte Stoffwechselvorgénge benotigt werden (van Loon und van

Strien, 1999).
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1.3.3 PR-Proteine

Die ersten fiinf Klassen der PR-Proteine wurden unabhéngig voneinander von Gianinazzi et
al. (1970) und von van Loon und van Kammen (1970) entdeckt, da sie nach Infektion mit
Tabak-Mosaik-Virus in Tabakbldttern akkumulierten. Heute kennt man mindestens 17
verschiedene PR-Proteinfamilien (Muthukrishnan et al., 2001; Christensen et al., 2002;
Collinge et al., 2002).

Vielen der PR-Proteine konnte relativ schnell eine biologische Funktion zugeordnet werden.
So sind zum Beispiel Peroxidasen (PR-9) sowohl in die Regulation oxidativer Prozesse als
auch in die Quervernetzung der Zellwandmolekiile involviert. Antifungale Aktivitit konnte
fiir PR-2 (B-1,3 Glukanase, Davidson et al., 1987), PR-3 (Chitinase, Kragh et al., 1990) und
PR-13 (Thionin, Bohlmann und Apel, 1987) nachgewiesen werden. Die Funktion von PR-5,
einem Thaumatin/Osmotin-dhnlichen Protein blieb lange Zeit ungeklért, bis Abad et al
(1996) die Permeabilisierung von pilzlichen Membranen durch Osmotin zeigten.

Fraglich blieb jedoch die biologische Funktion von PR-1. Wie fiir alle PR-Proteine
charakteristisch wird die PR-1 Expression in der Pflanze nach Pathogenbefall stark erhoht
(van Loon und van Kammen, 1970). Allerdings zeigt sich auch eine verstirkte Expression
nach zahlreichen Stress induzierenden Behandlungen, wie UV-Bestrahlung und Verwundung
(Brederode et al., 1991). In zweikeimblittrigen Pflanzen korreliert die PR-1 Expression
auBBerdem mit der durch biologische und chemische Resistenzinduktoren induzierten
Resistenz. Erste Hinweise auf die antimikrobielle Aktivitdt von PR-1 zeigten sich in PR-1
iiberexprimierenden Tabakpflanzen, die eine erhohte Resistenz gegen Oomyceten aufwiesen
(Alexander et al, 1993). Weiterhin reduziert die Applikation von gereinigter PR-1-
Proteinlosung die Wachstums- bzw. Keimungsrate von Phytophthora infestans und Uromyces

fabae (Niderman et al., 1995; Rauscher et al., 1999).

1.4 Mechanismen der Suszeptibilitiit

1.4.1 Kompatibilititsfaktoren des Pathogens

Lange Zeit wurde vermutet, dass zwischen Pflanzen und Mikroorganismen grundsitzlich eine
kompatible Interaktion besteht, die durch Zugewinn bestimmter Abwehreigenschaften der
Pflanze zur Inkompatibilitdit wird. Inzwischen ist bekannt, dass die Pflanze auch in
Abwesenheit von rassenspezifischen Resistenzgenprodukten in der Lage ist, ein angreifendes

Pathogen abzuwehren. Viele der vom Krankheitserreger abgegebenen Stoffe (zum Beispiel

6
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Proteine, Peptide, Oligosaccharide) werden von der Pflanze perzipiert und l6sen eine
Abwehrreaktion aus (siche Kap. 1.6). Daher geht man heute von einer Basisinkompatibilitét
aus, die das Pathogen erst durchbrechen muss, um die Wirtspflanze zu besiedeln (Heath,
1987). Vom Pathogen abgegebene Faktoren, die zur Schwichung oder Inhibierung der
Abwehrreaktionen der Wirtspflanze fithren, werden je nach Literaturstelle als Pathogenitits-
oder Kompatibilitdtsfaktoren bezeichnet (Briggs wund Johal, 1994). Je nach
Wirkungsmechanismus konnen die Kompatibilitidtsfaktoren in drei Gruppen eingeteilt
werden: (a) Brechen bzw. Inhibierung der priformierten Abwehr, (b) Suppression der
induzierten Abwehr und (c) aktives Abtoten der Zelle (Toyoda et al., 2002).

Um eine kompatible Interaktion zu erreichen, muss ein Pathogen zunéchst die physikalischen
praformierten Abwehrkomponenten der Pflanze, wie die Kutikula und die Zellwand,
durchbrechen. So ist zum Beispiel die Interaktion von Fusarium solani f.sp. pisi mit Erbse
(Pisum sativum L.) vom Vorhandensein einer Kutinase abhéngig, die das Pathogen zwingend
bendtigt, um die Kutinschicht der Wirtspflanze durchdringen zu koénnen (Kolattukudy et al.,
1995). Der Besiedlungserfolg von Pathogenen wird auch von konstitutiv produzierten
antimikrobiellen Substanzen, wie zum Beispiel Saponine (siche Kap. 1.3.1), verringert. Die
Detoxifizierung der Saponine ist zum Beispiel entscheidend fiir den Bruch der Basisresistenz
von Hafer durch das Wurzelpathogen Gaeumannomyces graminis var. avenae (Bowyer et al.,
1995; Osbourn ef al., 1996). Auch das Tomatenpathogen Cladosporium fulvum verhilt sich
deutlich aggressiver, nachdem es mit dem Gen fiir die Saponin abbauende Tomatinase
transformiert wurde (Melton et al., 1998). Dieser Effekt scheint allerdings vorrangig auf der
Suppression verschiedener pflanzlicher Abwehrkomponenten durch die Hydrolyseprodukte
des Saponinabbaus zu beruhen (Bouarab ef al., 2002).

Kann ein Pathogen die praformierten Abwehrkomponenten durchdringen, so ist die Pflanze
immer noch in der Lage, das Pathogen durch induzierte Abwehrreaktionen zu stoppen. Aus
diesem Grund haben viele pflanzliche Krankheitserreger Suppressoren der aktiven
Pathogenresistenz entwickelt. So werden PR-Proteine nur in Gerstenzellen produziert, die in
der Lage waren, einen Mehltaupilzbefall abzuwehren (Lyngkjaer und Gjetting, 2002). In
penetrierten Zellen wird dies vom Pathogen unterdriickt. Die zur Suppression der pflanzlichen
Abwehr verwendeten Mechanismen sind dabei duBlerst vielseitig. So inhibiert zum Beispiel
das Erbsenpathogen Mycosphaerella pinodes mittels zweier Proteine (Supprescin A und B)
den Phosphoinositol-Metabolismus und eine ATPase seiner Wirtspflanze. Der Eingriff in den
Energichaushalt der Zelle und die Deregulation des Calciumhaushalts durch die Anreicherung

von Inositol(1,4,5)triphosphaten, schwichen die Effektivitit und Zielgenauigkeit der
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pflanzlichen Abwehr (Kato et al., 1993; Toyoda et al., 1993). Der Erreger der Kraut- und
Knollenfaule Phytophthora infestans hingegen unterbindet durch Abgabe von l6slichen
Glucanen den NADPH-Oxidase abhingigen oxidative burst, wodurch die HR in den
befallenen Zellen verhindert wird (Doke, 1983). Auch das zunichst biotroph wachsende
Bakterium Pseudomonas syringae inhibiert mittels des Typ III Effektor Proteins AvrPTOB
den PCD und schaltet somit einen Teil der pflanzlichen Pathogenabwehr aus (Abramovitch et
al., 2003). Auf die Verhinderung der HR sind insbesondere biotrophe Pathogene angewiesen,
da sie sich ausschlieBlich aus lebendem Gewebe erndhren konnen. Die Inhibition des
pflanzlichen Zelltods kann sogar makroskopisch als sogenannter green island-Effekt
beobachtet werden. Dabei zeigen die Blattbereiche um die Infektionsstelle eines biotrophen
Pathogens eine verzogerte Seneszenz im Vergleich zum umgebenden Blattgewebe (Scholes
und Rolfe, 1996; Schulze-Lefert und Vogel, 2000).

Einen &duBerst radikalen Weg, die pflanzliche Pathogenabwehr zu schwéchen, verwenden
einige nekrotrophe Pathogene der Gattungen Cochliobolus und Alternaria. Diese Pilze geben
Wirt-selektive Toxine ab, die spezifisch Wirtspflanzenzellen abtdten, wihrend
Nichtwirtspflanzen keinen Schaden erleiden (Walton, 1996). Diese Toxine greifen meist
direkt in die grundlegenden Stoffwechselprozesse der Pflanzenzelle ein. So blockiert zum
Beispiel Victorin aus C. victoriae die Photorespiration (Navarre und Wolpert, 1995), wihrend
das HC-Toxin von C. carbonum die Histondeacetylierung hemmt und somit die

Transkriptionsregulation der Wirtszelle stort (Brosch et al., 1995).

1.4.2 Suszeptibilititsfaktoren der Wirtspflanze

Neben den Kompatibilititsfaktoren der Pathogene gibt es aber auch Wirtsproteine, die einen
negativen Einfluss auf die eigenen Resistenzmechanismen haben. Diese als
Suszeptibilititsfaktoren bezeichneten Proteine regulieren zum Beispiel die Intensitdt der
Abwehrreaktionen oder verhindern ein unkontrolliertes Ausbreiten der HR nach einem
Pathogenbefall. Sind diese Gene jedoch mutiert, so erfolgt nach Angriff eines
Krankheitserregers eine sehr viel heftigere Abwehrreaktion, wodurch die Pflanze oft deutlich
resistenter wird. Allerdings zeigen diese Pflanzen in Abwesenheit des Pathogens oft
pleiotrope Effekte wie zum Beispiel spontane Zelltodreaktionen, die zu einer verminderten
Vitalitit und Stresstoleranz fiihren (Toyoda et al., 2002).

Bei dem Suszeptibilititsfaktor EDR1 aus Arabidopsis handelt es sich um eine MAPKKK

(mitogen activated protein kinase kinase kinase), deren Expression nach Pathogenbefall
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induziert wird. Die edri-(enhanced disease resistance) Mutante wurde entdeckt, da sie liber
eine Resistenz gegen das normalerweise virulente Bakterium Pseudomonas syringae p.v.
tomato DC3000 verfiigt. Die edri-Mutation vermittelt auch Resistenz gegen andere die
Epidermis angreifende Pathogene wie zum Beispiel Mehltaupilze (Frye und Innes, 1998). Die
pflanzlichen Resistenzantworten nach Pathogenbefall sind in der edr/-Mutante generell
deutlich schneller und intensiver. Trotzdem werden die Pathogene erst durch eine spit
einsetzende groBflachige Mesophyll-HR gestoppt. In Abwesenheit des Pathogens zeigt die
edrl-Mutante jedoch weder spontanen Zelltod noch konstitutive PR-Gen Expression (Frye
und Innes, 1998). Der Wirkungsmechanismus der edr/-Mutation ist noch nicht vollstindig
geklart. Allerdings ist bekannt, dass Salizylsdure vermittelte Signalkaskaden involviert sind,
da NahG-Pflanzen keinen edr-Effekt mehr zeigen (Frye et al., 2001).

Beispiele filir weitere Suszeptibilititsfaktoren sind MLO (siehe Kap 1.7.3, Biischges et al.,
1997), der Bax-Inhibitor 1 (Hiickelhoven et al., 2003; Matsumura et al., 2003), und die PMR-
(powdery mildew resistant)-Proteine aus Arabidopsis (Vogel und Somerville, 2000). Das
Protein PMR6 konnte als Pektinlyase identifiziert werden, allerdings ist deren Wirkungsweise
als Suszeptibilititsfaktor noch nicht geklirt (Vogel et al., 2002). Uberraschenderweise handelt
es sich bei PMR4 um eine Kallosesynthase (Nishimura et al., 2003). Nach herkommlicher
Theorie sollten Kallosesynthasen Resistenzfaktoren sein, da sie durch Produktion von Kallose
die Zellwand verstirken und so das Eindringen von Pathogenen erschweren. Allerdings ist
aber die durch pmr4-Mutation erhaltene Resistenz auf eine deutlich erhohte HR-Rate
zuriickzufithren. Es scheint, als zdge die Kalloseablagerung in den Papillen weitere, die

Abwehr supprimierende Effekte nach sich (Nishimura ef al., 2003).

1.5 Mechanismen der Pathogenerkennung

Voraussetzung fiir die Induktion von Abwehrreaktionen ist die Erkennung von Pathogenen
durch die attackierte Pflanze. Dabei werden sogenannte Elicitoren von pflanzlichen
Rezeptoren gebunden, wodurch dann die Abwehr ausgelost wird. Elicitoren sind meist
Bestandteile des Pathogens, wie Glykoproteine, Peptide, Lipide und Oligosaccharide. Es gibt
aber auch ,,endogene® Elicitoren, die durch hydrolytische Enzyme des Pathogens aus der
pflanzlichen Zellwand herausgeldst werden (Niirnberger und Brunner, 2002). Elicitoren sind
oft flir bestimmte Pflanzenarten spezifisch und 16sen nur dort schon in geringsten Mengen
eine Resistenzreaktion aus, wihrend sie in anderen Pflanzenarten {iberhaupt nicht erkannt

werden (Yamaguchi et al., 2000). Dies gilt insbesondere fiir die rassenspezifische Erkennung
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bestimmter Avirulenzgenprodukte durch sogenannte Resistenzgenprodukte (R-Genprodukte,
Lehmann, 2002). Bei Avirulenzgenprodukten (AVR-Proteine) handelt es sich um Proteine des
Pathogens, die normalerweise Virulenzfaktoren darstellen und daher vom Krankheitserreger
fiir eine erfolgreiche Pathogenese benétigt werden. Werden diese jedoch von der Pflanze
erkannt, wirken sie als spezifische Elicitoren und ,,verraten* somit das Pathogen an das
pflanzliche Pathogenabwehrsystem (Dangl und Jones, 2001).

Wiéhrend aus vielen Pathogenen verschiedene Elicitoren aufgereinigt wurden, konnten bisher
nur wenige pflanzliche Elicitorrezeptoren identifiziert werden. Der erste vollstindig
aufgereinigte und im Folgenden klonierte Rezeptor war ein Heptaglukan-bindendes Protein
aus Soja. Allerdings verfligte das gefundene Protein iiber keinerlei konservierte Doménen, die
auf eine Rezeptorfunktion hindeuteten (Umemoto et al., 1997).

Ein sehr gut charakterisierter Elicitorrezeptor ist FLS2, eine Flagellin-bindende
plasmamembranstéindige Rezeptorkinase mit extrazellulirer LRR-Doméne (leucin rich
repeat), die wahrscheinlich fiir die spezifische Bindung des bakteriellen Flagellins
verantwortlich ist (Gomez-Gomez und Boller, 2000; Gomez-Gomez et al., 2001).
Bemerkenswert ist auBerdem die Tatsache, dass FLS2 auffallende Homologien zu Toll-
dhnlichen Rezeptoren (TLR) besitzt. TLRs sind Rezeptoren, die in tierischen Systemen fiir
Pathogenerkennung und Auslésung von Immunantworten verantwortlich sind (O'Neill und
Greene, 1998).

Neben den Elicitorrezeptoren ldsen auch die bereits erwidhnten rassenspezifischen R-
Genprodukte nach Pathogenbefall eine Abwehrreaktion aus. Der Begriff R-Genprodukt ist
eine Sammelbezeichnung fiir Proteine verschiedenster Familien, die nach Bindung eines
Liganden jeweils Startpunkt einer oft in einer HR endenden Signalkaskade sind. Je nach
Proteinfamilie variiert auch die Lokalisation der R-Genprodukte, die sowohl
Transmembranproteine als auch zytosolisch und kernlokalisiert sein konnen. Die Mehrzahl
der R-Genprodukte verfiigt liber eine LRR-Doméne, die fiir die Elicitor- bzw.
Avirulenzgenprodukterkennung  verantwortlich ist, wédhrend eine hochkonservierte
Nukleotidbindedoméne (NBS) als molekularer Schalter fiir die nachgeschaltete
Signaltransduktion dient (Jones, 1996; Baker et al., 1997). Dariiber hinausgehend weisen
manche der R-Proteine weitere funktionelle Doménen auf. So werden teilweise Leucinzipper-,
oder Kinasedomidnen fiir Protein/Protein Interaktionen und zur Signalweitergabe genutzt
(Martin et al,, 1993; Bent, 1996), wihrend andere R-Genprodukte, die aus tierischen
Mechanismen der Pathogenerkennung bekannten TIR-Dominen (7oll and Interleukin-1

receptor) aufweisen (Lehmann, 2002).
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Fiir einige der R-Genprodukte wurde die direkte Bindung an das entsprechende AVR-Protein
gezeigt. So bindet zum Beispiel die zytosolische Proteinkinase PTO aus Tomate das
Avirulenzgenprodukt AvrPTO (Martin et al., 1993) und die membranstindige RLK BRI1 aus
Arabidopsis erkennt extrazelluldre Brassinosteroide (He et al., 2000). Doch nicht alle der R-
Genprodukte haben die Aufgabe, ein Avirulenzgenprodukt oder einen Elicitor selbst direkt zu
binden (Cohn ef al., 2001). Oft sind sie Teile eines grofleren Signalperzeptionskomplexes, der
tiber Korezeptoren das AVR-Protein bindet oder die vom AVR-Protein ausgeldsten Storungen
und Schiden erkennt (Van der Hoorn ef al., 2002). So wird beispielsweise das Arabidopsis
Protein RIN4 von verschienenen AVR-Proteinen modifiziert (AvrB, AvrRPMI)
beziehungsweise degradiert (AvrRPT2). Die R-Genprodukte RPM1 und RPS2 erkennen diese
Veridnderungen des RIN4 Proteins und 16sen daraufhin eine HR aus (Marathe und Dinesh-
Kumar, 2003). Diese als Wichter-Hypothese (Guard-Hypothese) bezeichnete Strategie
ermoglicht es der Pflanze, mit einem R-Genprodukt die Aktivitdt mehrerer AVR-Proteine zu

uberwachen.

1.6 Pflanzliche Signaltransduktion nach Pathogenbefall

Die Signalperzeption nach einer Pathogenattacke ist Ausgangspunkt filir verschiedene
intrazelluldre und systemische Signaltransduktionsprozesse, die letztlich zur Aktivierung der
induzierten Komponenten der Pathogenabwehr (siche Kap. 1.3.2) beitragen.

Unmittelbar nach dem ersten Kontakt zwischen Pflanze und Pathogen wird die Permeabilitit
der pflanzlichen Plasmamembran verdndert. Sowohl die unspezifische als auch die
Resistenzgen vermittelte Signalperzeption fiihrt zu einem Efflux von Kalium (K")- und
Chloridionen (CI') sowie einem Influx von Calciumionen (Ca>") und Protonen (H") (Jabs et
al., 1997; Zimmermann et al., 1997; Blatt et al., 1999). Die transiente Erhohung der
intrazelluldren Ca®"-Konzentration wird vor allem durch Elicitor-responsive Ca*"-Kanile
verursacht, die entweder spannungsabhingig oder durch Phosphorylierung aktiviert werden
(Blume et al., 2000; White, 2000).

Das am besten untersuchte Calcium-abhingige Regulatorprotein ist Calmodulin. Alle
bekannten Calmodulin Isoformen besitzen vier hochaffine Ca**-Bindestellen und zeigen nach
Calciumbindung eine Konformationsianderung, die zur Calcium-abhédngigen Bindung der
downstream Komponenten fiihrt. Die von Calmodulin gebundenen Zielproteine sind duBerst
vielfiltig und auf alle Bereiche der zelluldren Steuervorginge verteilt. Oft handelt es sich

jedoch um Ca®*/Calmodulin-abhingige Proteinkinasen (calcium dependent protein kinase,
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CDPK, Zhang und Lu, 2003). Speziell nach Pathogeninfektion wurde in Soja die verstdrkte
Expression zweier Calmodulin Isoformen gezeigt, die in die Regulation des programmierten
Zelltods und der PR-Gen Expression eingebunden sind (Heo et al., 1999). Ein weiteres im
Sinne der Pathogenabwehr relevantes Calmodulin-reguliertes Protein ist MLO, ein Modulator
von Resistenz- und Zelltodreaktionen in Gerste (Kim et al., 2002b).

Die Schwankungen der intrazelluldren Ca*” Konzentration fithren auch zu Anderungen in der
Aktivitit von CDPKs (Romeis et al., 2000), die Proteine des Pathogenabwehrsystems wie die
Phenylalanin-Ammonium-Lyase oder die O, -generierende NADPH-Oxidase regulieren
(Cheng et al., 2001; Xing et al., 2001). Die NADPH-Oxidase ist ein zentrales Element der
pflanzlichen Pathogenabwehr und vermutlich durch viele weitere Faktoren regulierbar. Auler
durch CDPKs ist eine Aktivierung der NADPH-Oxidase auch direkt durch Calcium iiber eine
Ca®' bindende EF-hand Domine (Keller et al., 1998; Sagi und Fluhr, 2001) sowie durch die
Aktivitit kleiner G-Proteine der RAC/ROP Familie moglich (siehe Kap. 1.6.1).

Eine sehr schnelle Reaktion der Pflanze nach Pathogenattacke ist die Produktion und
Akkumulation von Stickstoffmonoxid (NO). Verantwortlich hierfiir ist die pflanzliche
Stickstoffmonoxidsynthase, die hohe Homologien zur Protein P Untereinheit des GDC-
Multienzymkomplexes hat (Chandok ef al.,, 2003). Der GDC-Komplex baut in den
Mitochondrien gemeinsam mit einer Serin-Hydroxymethyltransferase das wéhrend der
Photorespiration anfallenden Glycin, zu Serin, Ammoniak und Kohlendioxid ab.
Stickstoffmonoxid konnte in vielen Signalkaskaden der Pathogenabwehr nachgewiesen
werden (Neill et al., 2003). So spielt NO wahrscheinlich im Zusammenspiel mit O, und
H,0; eine Rolle in der Auslésung des programmierten Zelltods. Auch fiihrt die exogene
Applikation von NO-Donoren zu einer erhdhten Salizylsdurekonzentration, der Induktion von
PR-1 (Delledonne et al., 1998) und einer Zunahme der Phytoalexinproduktion (Modolo ef al.,
2002).

Uber die NO nachgeschalteten Signalkomponenten ist nur wenig bekannt. Wie auch in
Sdugern scheint NO in Pflanzen tiber die second messenger Molekiile zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) und zyklische Adenosindiphosphat-Ribose (cADPR) zu
wirken (Durner et al., 1998). Uber selektiv von zyklischen Nukleotiden wie cGMP gedffnete
Ionenkanéle, konnte eine Verbindung zur Auslésung der HR hergestellt werden, da die
Arabidopsis lonenkanalmutante dndl zwar noch Pathogenabwehrreaktionen, aber keinen
programmierten Zelltod zeigt (Clough et al., 2000).

In die Signaltransduktion nach Pathogenbefall sind auch die sogenannten mitogen aktivierten

Proteinkinasen (MAPK) involviert, die eine Verbindung von extrazelluliren Stimuli zu
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zelluldren Antworten herstellen. MAPK-Kaskaden bestehen aus mindestens drei
Komponenten, die ein Signal von einer MAPK Kinase Kinase (MAPKKK) iiber eine MAPK
Kinase (MAPKK) an eine MAPK weitergeben. Die Endglieder dieser Signalkaskade (die
MAPK) haben ein breites Spektrum an Zielproteinen, unter anderem Transkriptionsfaktoren,
Proteinkinasen und Zytoskelettproteine (Jonak et al., 2002).

Mehrere MAPK konnten mit Signaltransduktionsvorgdngen in der Pathogenabwehr in
Verbindung gebracht werden. So trdgt die schon erwidhnte edr/-Mutante (sieche Kap 1.4)
einen Defekt in einer MAPKKK, der zur Resistenz von Arabidopsis gegen Mehltaupilze
filhrt. Die MAPKKK EDRI1 ist wahrscheinlich ein negativer Regulator der durch Salizylséure
vermittelten Resistenz (Frye ef al., 2001). Andere MAPK wurden als positive Regulatoren der
pflanzlichen Abwehrreaktionen beschrieben wie zum Beispiel die aus Tabak isolierten
Elicitor-responsiven MAPK SIPK und WIPK, die zur Auslosung der HR beitragen (Zhang
und Klessig, 1998).

Eine komplett identifizierte dreistufige MAPK-Kaskade vermittelt die Resistenzreaktion von
Arabidopsis nach Perzeption von Flagellin durch den Flagellinrezeptor. Durch diese MAPK-
Signalkaskade werden letztlich zwei WRKY Transkriptionsfaktoren aktiviert (Asai et al.,
2002). Uber die Bindung an sogenannte W-Boxen, die in den Promotoren vieler Abwehr-
assoziierter Gene liegen, sind die pflanzenspezifischen WRKY Transkriptionsfaktoren an der

Transkriptionsregulation nach Pathogenbefall beteiligt (Eulgem et al., 1999).

1.6.1 Monomere G-Proteine

Monomere G-Proteine sind Startpunkte von intrazelluliren Signalkaskaden, die nach
Perzeption eines Signals durch wahrscheinlich plasmamembranstindige Rezeptoren ausgelost
werden. Die Superfamilie der kleinen, monomeren GTPasen besteht aus den fiinf
Proteinfamilien Ras, Rab, Arf, Ran und Rho. Wihrend die Rho-Familie in tierischen
Systemen die Proteine RAC, CDC42 und RHO beinhaltet (Hall, 1998), konnte in Pflanzen
nur eine RAC-dhnliche Subfamilie gefunden werden (Valster et al., 2000). Diese als RAC
oder ROP (Rho of plants) bezeichneten Proteine verfiligen iiber fiinf distinkte Doménen, die
verantwortlich sind fiir (a) die Bindung von GTP/GDP, (b) die Hydrolyse von GTP zu GDP,
(c) die Bindung von regulatorischen Enzymen und (d) von downstream Effektoren sowie (e)
die intrazelluldre Lokalisation (Paduch et al., 2001).

Wie alle monomeren GTPasen sind RAC/ROP Proteine Signaltransduktionskomponenten, die

in eine Vielzahl von zelluliren Regelungsprozessen involviert sind. Als Antwort auf ein
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extrazelluldres Signal wird mittels regulatorischer Enzyme (unter anderem receptor like
kinases, RLKs) das RAC/ROP Protein mit GTP beladen. Die daraus resultierende
Konformationsédnderung fiihrt zur Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade. Nach
Hydrolyse des GTP zu GDP durch die im RAC/ROP Protein vorhandene GTPase Doméne
werden die Verdanderungen in der Konformation revertiert und das RAC/ROP Protein inaktiv
(Paduch et al., 2001). Der Aktivititsstatus der RAC/ROPs kann durch Enzyme wie GAPs
(GTPase activating proteins), GEFs (guanine nucleotide exchange factors) und GDIs
(guanine nucleotide dissociation inhibitors) sehr exakt reguliert werden (Mackay und Hall,
1998).

Eine Voraussetzung fiir die Aktivierung der RAC/ROP Proteine ist deren Assoziation mit der
Plasmamembran. Verantwortlich hierfiir ist eine posttranslationale Modifikation von
Cysteinresten, die innerhalb der C-terminalen hypervariablen Doméne (hypervariable region,

HVR) liegen. Je nach Aufbau der HVR konnen die pflanzlichen RAC/ROPs in zwei Typen

Signal
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Abb. 1.1 Generalisiertes Schema der Aktivierung und funktionellen Diversitit der
RAC/ROP GTPasen

Der erste Schritt zur Aktivierung der RAC/ROP (in der Abb. als ROP bezeichneten) Proteine ist die C-terminale
Bindung eines Lipidrestes (posttranslationale Modifikation). Nach Translokation zur Plasmamembran wird das
zunichst inaktive RAC/ROP Protein durch einen extrazelluldren Stimulus aktiviert. Die Aktivierung der
RAC/ROP Proteine erfolgt durch Bindung von GTP (Guanosintriphosphat). Der Aktivitétsstatus der RAC/ROPs
wird durch Proteine wie GAPs (GTPase activating proteins), GEFs (guanine nucleotide exchange factors) und
GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors) sehr exakt reguliert. Das aktivierte GTP-RAC/ROP Protein
induziert unter anderem iber sogenannte RICs (Rac interactive CRIB motif containing protein) downstream
Signalkaskaden, die ein breites Spektrum an physiologischen Prozessen regulieren (verdndert nach Yang, 2002).
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eingeteilt werden (Yang, 2002). Typ I RAC/ROPs verfiigen iiber eine funktionelle CaaX-Box
am C-Terminus, die mittels einer Farnesyl- oder einer Geranylgeranyltransferase isoprenyliert
wird (Thompson und Okuyama, 2000). Bedingt durch ein zusidtzliches Exon besitzen
RAC/ROP Proteine vom Typ II mehrere Cysteine innerhalb der HVR, die allerdings keine
funktionelle CaaX-Box bilden und wahrscheinlich palmitoyliert werden (Thompson und
Okuyama, 2000).

Die pflanzlichen RAC/ROP Proteine sind an einer Vielzahl von zelluldren Prozessen beteiligt,
wobei eine ihrer Hauptaufgaben in der Regulation des Aktinzytoskeletts liegt (Valster ef al.,
2000; Yang, 2002). So aktivieren RAC/ROP Proteine einerseits Enzyme, die das
Aktinzytoskelett direkt verdndern (Chen et al., 2003), andererseits regulieren sie intrazellulédre
Calciumgradienten (Li ef al., 1999). Sowohl das Aktinzytoskelett als auch die intrazelluldren
Calciumgradienten sind von entscheidender Bedeutung fiir alle polaren Wachstums- und
Transportvorgénge. Neben dem polaren Wachstum von Pollenschliuchen benétigen auch
Pathogenabwehrvorgénge eine Konzentration von Stoffwechselprodukten auf einen
bestimmten Bereich der Zelle (Fu et al., 2001; Schmelzer, 2002).

Weiterhin sind die RAC/ROP Proteine in die Regulation der ROI Produktion involviert.
Obwohl in Pflanzen eine direkte Aktivierung der Superoxidradikalanionen generierenden
NADPH-Oxidase noch nicht gezeigt wurde, fiihrt die Uberexpression von RAC/ROP
Proteinen zur verstarkten Produktion von ROIs (Kawasaki et al., 1999; Hassanain et al.,
2000). Die verstirkte H,O, Produktion durch Uberexpression von konstitutiv aktivem
OsRACI in Reispflanzen korreliert durch eine erhohte HR-Rate auch mit hoherer Resistenz
gegen den hemibiotrophen Pilz Magnaporthe grisea (Ono et al., 2001).

1.7 Das Pathosystem Gerste - Echter Gerstenmehltaupilz

Die Gerste (Abt. Spermatophyta / Unterabt. Magnoliophyta / Kl. Liliopsida / Ord. Poales / Fa.
Poaceae | Hordeum vulgare 1.) hat sich in Vorderasien aus den Wildarten H. spontaneum
und H. agriocrithon und eventuell der Einkreuzung weiterer Arten gebildet. Gerste gehort zu
den dltesten Kulturpflanzen und wird heute in allen geméBigten Zonen bis in den hohen
Norden angebaut. Sie stellt nur geringe Anspriiche an Boden und Temperatur und benétigt als
Sommergerste nur 95 Tage zur Reife. In der Weltgetreideproduktion nimmt die Gerste nach
Weizen, Reis und Mais mit einer Gesamternte von 160 Millionen Tonnen den vierten Rang
ein. In den Industrienationen wird die proteindrmere Sommergerste hauptsidchlich zur

Bierherstellung und die proteinreichere Wintergerste als Viehfutter produziert. AuBlerdem
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wird Gerste noch zur Erzeugung von Whisky und anderen Kornbranntweinen verwendet

(Herder, 1994).

Abb. 1.2 Das Pathosystem Gerste - Echter Gerstenmehltaupilz

(A) Die Ahre der Gerste (Hordeum vulgare L.) in unreifem Zustand.

(B) Symptome des Echten Gerstenmehltaus auf einem Gerstenblatt. Die Blattoberfldche ist von einem weiflen
puderigen Belag aus Pilzmyzel und Konidien bedeckt.

(C) Mikroskopische Aufnahme der Epidermis eines vom Echten Gerstenmehltaupilz (Blumeria graminis f.sp.
hordei, Bgh) befallenen Gerstenprimérblatts. Extrazelluldre Strukturen des Pilzes wurden mit essigsaurer Tinte
angefarbt. Ausgehend von der ovalen Konidie (K) bildet Bgh einen sekundidren Keimschlauch (SK) und dringt
mittels eines Appressoriums in die Epidermiszelle ein. Nach Etablierung eines Haustoriums (HAU) mit
fingerférmigen Fortsétzen beginnt Bgh mit der Ausbildung von verldngerten Sekundirhyphen (ESH)

(Foto: R. Hiickelhoven).

(D) Bgh penetriert erfolgreich eine Epidermiszelle und bildet ein unreifes Haustorium (UH). Die
Interaktionsstelle wurde zur Lokalisierung von Superoxidradikalanionen mit NBT (Nitroblau-Tetrazolium)
gefarbt. Man erkennt eine Akkumulation von O,” um die Penetrationsstelle und das unreife Haustorium von
Bgh (Abbildung aus: Hiickelhoven und Kogel, 1998).

(E) Eine Epidermiszelle wehrt durch Ausbildung einer effektiven Papille (PAP) den Penetrationsversuch von
Bgh ab. Zur Lokalisation von Wasserstoffperoxid wurde die Interaktionsstelle mit DAB (Diaminobenzidin)
gefarbt. Unterhalb des Appressoriums ist eine Akkumulation von H,O, zu erkennen. Ebenfalls sind DAB
gefarbte Vesikel (V) zu beobachten, die wahrscheinlich zur Infektionsstelle transportiert werden (Abbildung
aus: Hiickelhoven et al., 1999).
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Die grofle agronomische Bedeutung und die Tatsache, dass sich das diploide Gerstengenom,
trotz seiner 5,4 Milliarden Basen, im Vergleich zum hexaploiden Weizen leichter analysieren
lasst, macht die Gerste zu einem geeigneten Modellorganismus der molekularen
Pflanzenphysiologie (Graner und Altschmied, 2001).

Der Echte Gerstenmehltaupilz (R. Fungi / Abt. Ascomycota / Kl. Leotiomycetes / Ord.
Erysiphales /| Fa. Erysiphaceae | Ga. Blumeria /| Blumeria graminis f.sp. hordei, Bgh) ist ein
obligat biotropher Ektoparasit der Gerste, der hauptsichlich in den gemiBigten Breiten
vorkommt. Durch seine extreme Wirtsspezifitit verursacht Bgh das Krankheitsbild des Echten
Mehltaus nur auf verschiedenen Gerstensorten. Dabei bildet sich auf den Blittern, Halmen
und Ahren ein weiBes, flauschiges Pilzgeflecht. Im spéteren Befallsstadium chlorotisieren und
nekrotisieren die befallenen Blétter. Der Ertragsverlust, der sich meist durch eine deutliche
Reduktion des Tausendkorngewichts zeigt, kann bei starken Epidemien bis zu 25 % betragen.
Der Echte Gerstenmehltaupilz breitet sich im Friihjahr tiber asexuelle Konidien epidemieartig
aus und bildet im Sommer braunliche Kleistothecien, in denen Ascosporen heranreifen. Diese
{iberbriicken die Vegetationsruhe und befallen im Herbst die Wintersaat. Uber den Befall von
Ausfallgetreide (,,Griine Briicke*) kann Bgh aber auch in seiner asexuellen Form direkt das
Wintergetreide besiedeln (Heitefuss et al., 1984).

Der Befall der Gerste mit dem Echten Gerstenmehltaupilz kann durch Verwendung resistenter
Sorten und rechtzeitiger Fungizidbehandlung bekdmpft werden. Ein Problem ist dabei die
sehr schnelle Resistenzbildung des Mehltaupilzes gegen Fungizide und dominant vererbte,
monogene Resistenzen (Brown und Wolfe, 1991).

Der vegetative Entwicklungszyklus von Bgh beginnt mit dem Auftreffen der windverbreiteten
Konidie auf das Gerstenblatt. Innerhalb von ein bis zwei Stunden beginnt die Konidie
auszukeimen. Der gebildete primédre Keimschlauch (primary germ tube, PGT) greift die
Pflanze nicht an, sondern dient nur als Wirterkennungs- und Haftorgan und eventuell zur
Wasseraufnahme (Kunoh et al., 1979; Francis et al., 1996). Die unter der Konidie liegende
Gerstenepidermiszelle reagiert allerdings auf den vermeintlichen Angriff mit einer
Zytoplasmaaggregation und nachfolgend mit der Bildung einer Papille unterhalb des PGT
(Beckhove et al., 1996; Heitefuss, 2001).

Nach weiteren zwei bis drei Stunden bildet die Konidie einen sekundiren Keimschlauch, der
sich an seinem Ende zu einem Appressorium entwickelt. Etwa zwolf Stunden nach dem ersten
Kontakt des Pilzes mit der Pflanze beginnt Bgh, einen Penetrationskeil durch die pflanzliche
Zellwand zu treiben. Parallel dazu schiittet der Pilz lytische Enzyme wie Kutinasen und

Zellulasen aus, um die pflanzliche Zellwand zu schwichen und sie dann mittels
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mechanischem Druck zu durchstoen (Pryce-Jones et al, 1999). Wird der
Penetrationsversuch gestoppt, entwickelt Bgh durch Verzweigungen des sekundiren
Keimschlauchs ein zweites und teilweise sogar ein drittes Appressorium (Thordal-Christensen
etal., 1999).

Gelingt die Penetration der pflanzlichen Zellwand, so bildet Bgh innerhalb der nichsten vier
Stunden ein Erndhrungsorgan mit fingerformigen Ausldaufern, das Haustorium. Die
Plasmamembran der Wirtszelle bleibt dabei intakt und wird nur eingestiilpt und in ihrer
Fliche vergroBert. Auf Grund von Anderungen in der Zusammensetzung und im Aufbau,
wird der eingestiilpte Teil als extrahaustoriale Membran bezeichnet (Cutler et al., 2000;
Perfect und Green, 2001; Mendgen und Hahn, 2002). Nach Etablierung des Haustoriums in
der Wirtszelle, beginnt Bgh mit der Entwicklung von Sekundarhyphen, die sich in der Folge
verzweigen und ihrerseits in die Wirtszellen eindringen und Sekundérhaustorien bilden.

In fast jedem Entwicklungsstadium kann Bgh von der Gerste durch die HR abgewehrt
werden. Je nach Abwehrtyp und Entwicklungszustand des Pilzes reagiert entweder die
angegriffene Zelle selbst mit einem programmierten Zelltod und entzieht dem Pilz damit die
Erndhrungsgrundlage, oder groBere Bereiche des unterhalb der Epidermis liegenden
Mesophylls sterben ab und stoppen somit den Assimilattransport in den befallenen
Epidermisbereich (Boyd et al., 1995; Hiickelhoven et al., 1999).

Sind alle Abwehrreaktionen der Pflanze erfolglos, so bildet Bgh nach vier bis acht Tagen
extrazelluldre Sporentriger, die Sporenketten mit jeweils etwa acht Konidien hervorbringen.
Immer die oberste Konidie des Sporentragers reift, 16st sich ab und wird durch den Wind
verbreitet.

Die geschlechtliche Fortpflanzung des Echten Gerstenmehltaus erfolgt in alternden Myzelien
gegen Ende der Vegetationsperiode der Gerste. Dabei bilden sich briunliche dickwandige
Kleistothecien, die jeweils 25 Asci zu je acht Ascosporen enthalten. Durch Quellung werden
im spéten Herbst bzw. im Friihjahr die Kleistothecien gesprengt und die Ascosporen aktiv

ausgeschleudert (Agrios, 1997; Schlésser, 1997).

1.7.1 Abwehrreaktionen in der kompatiblen Interaktion

Jede Gerstenpflanze verfiigt iiber eine unterschiedlich stark ausgeprégte rassenunspezifische
Basisresistenz gegen Bgh. So wehren auch anfillige Gerstenlinien, die keine Resistenzgene
tragen, 30 % - 50 % der Penetrationsversuche von Bgh ab (Hiickelhoven et al., 1999).

Grundsitzlich stehen der suszeptiblen Pflanze dabei alle Abwehrmechanismen zur
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Verfligung, die auch von resistenten Gersten genutzt werden, allerdings findet die Auslosung
der Abwehrmallnahmen oft zu spédt oder in zu geringem Male statt. Durch Applikation
Resistenz-fordernder Substanzen kann jedoch das auch in anfilligen Zellen vorhandene
Abwehrpotenzial genutzt und das Pathogen erfolgreich abgewehrt werden (BeBer ef al., 2000;
Wispi et al., 2001).

Auch in anfélligen Linien wird der Penetrationsversuch von Bgh durch Verstirkung der
Zellwand und die Ausbildung von Papillen erschwert (Thordal-Christensen et al., 1999).
Parallel dazu kommt es an der Angriffsstelle zu einer Akkumulation von H,O,, das durch
Quervernetzung von Zellwandbestandteilen die Papille stabilisiert und auBBerdem antifungale
Eigenschaften hat (Hiickelhoven und Kogel, 2003). Auch die Produktion der PR-Proteine
kann in suszeptiblen Linie nachgewiesen werden, allerdings ist die Expression geringer als in
resistenten Gerstenpflanzen (Peterhénsel et al., 1997).

Teilweise folgt in den nicht penetrierten Zellen eine HR, die allerdings auf die attackierte
Epidermiszelle beschrinkt bleibt und sich nicht ausbreitet.

Kann Bgh erfolgreich die Epidermiszelle penetrieren, beginnt sofort die Suppression der
zelluliren Abwehrmafinahmen und des PCD. So kann zum Beispiel in einer penetrierten Zelle
keine Transkriptakkumulation von PR-Genen mehr nachgewiesen werden (Lyngkjaer und
Gjetting, 2002) Auch findet sich an einer ineffektiven, das heiflt durchbrochenen Papille kein
H,0, mehr, allerdings akkumuliert rund um das unreife Haustorium O," (Hiickelhoven et al.,
2000a). Die Rolle des Superoxids ist jedoch noch nicht vollstindig geklirt. Es konnte sich bei
O, nur um das Edukt einer gechemmten SOD-Reaktion handeln oder aber um ein vom Pilz
gefordertes Signal, das gemeinsam mit NO eine Zelltod-inhibierende Wirkung hat
(Delledonne et al., 2001) . Sobald das Haustorium in der Epidermiszelle einer anfilligen
Gerste etabliert ist, verfiigt die Pflanze iiber keine weiteren Abwehrmoglichkeiten und Bgh

kann ungestort seinen Entwicklungszyklus beenden.

1.7.2 Rassen/Sorten-spezifische Resistenz von Gerste gegen Bgh

Das Gerste - Echter Gerstenmehltaupilz Pathosystem ist in Bezug auf die beschriebenen
Resistenzgene eine der am besten untersuchten Wirt - Parasit Interaktionen. Insgesamt
konnten iiber 85 Rassen/Sorten-spezifische Resistenzgene gefunden werden (Jorgensen, 1994;
Thordal-Christensen et al., 1999).

Der Mla-Locus (mildew locus a) umfasst mit einer Lédnge von 240 kbp auf dem kurzen Arm

des Gerstenchromosoms 5 insgesamt 11 Resistenzgene vom NBS-LRR-Typ (Wei et al.,
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1999). Die verschiedenen Resistenzgenprodukte vermitteln eine hohe Diversitit an
Resistenzphdnotypen. So kommt es bei der Mlal vermittelten Resistenz 18 bis 24 hai (hours
after inoculation) zu einer epidermalen HR, wihrend Mla7 zu einer spiten (36 - 60 hai)
Pathogenabwehr durch Epidermis- und Mesophyll HR fiihrt (Boyd et al., 1995). Das
Resistenzgenprodukt MLA12 vermittelt Resistenz gegen Bgh der Rasse A6 (Wiberg, 1974)
durch eine 36 hai einsetzende Epidermis- und Mesophyll-HR. Fiir die Auspridgung der Mlail2

!
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung der Interaktionstypen von Gerste und Blumeria

graminis f.sp. hordei der Rasse A6

Auf das Auskeimen einer Mehltaukonidie und der Bildung des appressorialen Keimschlauchs (blau) reagieren
alle hier dargestellten Genotypen mit Zytoplasmaaggregation und Papillenbildung (10 hai). In suszeptible und
Milal?2 tragende Linien kann Bgh eindringen und ein Haustroium ausbilden (griin). Ist das Resistenzgen Mlal2
vorhanden wird das Wachstum des Pilzes durch die Auslosung einer hypersensitiven Reaktion (HR, gelb) in der
befallenen Epidermiszelle oder im Mesophyll gestoppt. In Mlg tragenden oder mit dem Resistenzinduktor
DCINA behandelten Pflanzen wird Bgh durch Ausbildung einer effektiven Papille (rot) an der Penetration
gehindert. Die angegriffene Zelle stirbt im Folgenden meist durch eine epidermale Einzelzell-HR ab. Werden
Gerstenpflanzen, die eine mlo-Mutation homozygot tragen (mlo5), von Bgh befallen so wird die Infektion durch
eine effektive Papille gestoppt, wobei die angegriffene Epidermiszelle iiberlebt. Letztlich gelingt es Bgh nur in
suszeptiblen Gestenlinien ein Haustorium zu etablieren und die penetrierte Zelle am Leben zu erhalten, was
durch die Ausbildung verldngerter Sekundarhyphen (ESH) deutlich wird (Abbildung aus: Hiickelhoven ef al.,
1999)

vermittelten Resistenz ist ein funktionelles RAR1 Protein (required for Mla specified
resistance) notwendig (Torp und Jorgensen, 1986; Freialdenhoven et al., 1994). Bei RAR1
handelt es sich um ein Zn** bindendes CHOR-Domain-Protein, das spezifisch an SGT]I,
einem Regulator der Ubiquitinierung, bindet (Shirasu et al., 1999; Azevedo et al., 2002).

Moglicherweise fiihrt die von MLA12 ausgehende Resistenz iiber RAR1 zur Ubiquitinierung

und damit zum Abbau von negativen Regulatoren der Pathogenabwehr durch das 26S
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Proteasom. Die RARI1 abhédngige Abwehr wird zwar auch von anderen
Resistenzgenprodukten genutzt (MLP, MLH), ist allerdings kein genereller Mechanismus, da
MLA1 und MLA7 unabhingig von RAR1 Resistenzen auslosen (Schulze-Lefert und Vogel,
2000; Zhou et al., 2001).

Resistenz gegen Bgh der Rasse A6 vermittelt auch das bislang noch nicht isolierte
Resistenzgen Mlg. Aber anders als die oben erwdhnten dominanten Mla-Gene, wird Mlg
semidominant vererbt und ist RAR1 unabhéngig (Gorg ef al., 1993; Peterhdnsel et al., 1997).
Die Mig-Resistenz zeichnet sich durch eine groBe Zahl effektiver Papillen und einer
nachfolgenden frithen Einzelzell-HR aus. Damit entspricht sie zytologisch der chemisch
induzierten Resistenz, die durch Resistenzinduktoren wie 2,6-Dichlorisonikotinsdure

ausgeldst wird (Kogel ef al., 1994).

1.7.3 Die mlo vermittelte Resistenz von Gerste gegen Bgh

Eine dullerst stabile und gegen fast alle natiirlichen Mehltaurassen wirksame Resistenz der
Gerste wird durch Mutationen im Mlo-Locus erreicht. Gerstenpflanzen, die homozygot eine
mlo-Mutation tragen, zeigen eine vollstdndige Penetrationsresistenz gegen Bgh (Stolzenburg
et al., 1984; Freialdenhoven et al, 1996). Aullerdem kommt es circa 60 hai zu einer
Zelltodreaktion im Mesophyllgewebe unterhalb der attackierten Epidermiszelle (Piffanelli et
al.,2002).

Auf molekularer Ebene erkennt man eine sehr schnelle und starke Akkumulation von H,O,,
PR-Genen und Phytoalexinen (Peterhdnsel er al., 1997; von Ropenack et al., 1998;
Hiickelhoven ef al., 1999). Insgesamt laufen in mlo-Pflanzen alle die vom anfalligen Wildtyp
bekannten Abwehrreaktion ab, allerdings sind die Prozesse schneller und intensiver. Deshalb
wird vermutet, dass es sich bei MLO um einen generellen Repressor der Abwehrreaktionen
und des programmierten Zelltods handelt (Biischges et al., 1997; von Ropenack et al., 1998).
Doch die Mutation des Mlo-Gens hat auch pleiotrope Effekte. So sind mlo-Pflanzen
suszeptibler gegeniiber hemibiotrophen Pathogenen wie Bipolaris sorokiniana und
Magnaporthe grisea (Jarosch et al., 1999; Kumar et al., 2001) und zeigen spontane Nekrosen
und Chlorosen auf den Bléttern (Wolter ef al., 1993; Peterhénsel et al., 1997).

Das Mlo-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 4H und kodiert fiir ein circa 60 kDa
groles Protein, das liber 7 Transmembrandominen verfiigt. Das Protein MLO ist in der
Plasmamembran lokalisiert und erinnert in seiner Struktur an G-Protein gekoppelte

Rezeptoren, wie von Sdugern bekannt sind (Biischges et al., 1997; Devoto et al., 1999).
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Inzwischen kann allerdings ausgeschlossen werden, dass heterotrimere G-Proteine an der
Modulation der Abwehrreaktionen durch MLO beteiligt sind, da weder die Uberexpression
noch der knock-down der Go-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine den
Interaktionsphanotyp von Bgh und Gerste dnderte (Kim et al., 2002b). Allerdings konnte mit
Calmodulin ein Bindungspartner von MLO identifiziert werden, der Ca’" abhingig die
Aktivitait des MLO-Wildtypproteins steuert (Kim ef al., 2002a; Kim et al., 2002b).

Auch wurden zwei unabhidngige Mutationen gefunden, die eine Ausprigung der mlo-
Resistenz verhindern. Diese als Rorl und Ror2 (required for mlo specified resistance)
bezeichneten Loci wurden durch Mutagenese von mlo-Pflanzen gefunden, deren
Suszeptibilitit gegen Bgh zumindest teilweise wiederhergestellt wurde (Freialdenhoven ef al.,
1996). Die Doppelmutanten mlo/rorl bzw. mlo/ror2 zeigen eine im Vergleich zum resistenten
mlo-Elter reduzierte Penetrationsresistenz, die sich auf eine langsamere und schwichere
Abwehrreaktion zuriickfiithren 14sst, was an einer spéteren und geringeren Akkumulation von
H,0; und den PR-Genen erkennbar ist (Freialdenhoven et al., 1996; Peterhénsel ef al., 1997,
Hiickelhoven et al., 2000b).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Trotz vieler Jahre intensiver Forschung sind nur wenige grundlegende molekulare
Mechanismen der Interaktion von monokotylen Pflanzen mit krankheitserregenden Pilzen
aufgeklirt. Ein detaillierteres Wissen {iiber den Ablauf der Pathogenese und den
entsprechenden pflanzlichen Abwehrreaktionen im Modellsystem Gerste (Hordeum
vulgare L.) / Echter Gerstenmehltaupilz (Blumeria graminis f.sp. hordei, Bgh) konnte zur
gezielten Entwicklung krankheitsresistenterer Getreidesorten beitragen. Deshalb sollten im
Rahmen dieser Arbeit verschiedene Determinanten der Suszeptibilitdt und Resistenz in vivo
funktionell untersucht werden. Da die stabile Transformation von Getreide sehr zeit- und
kostenintensiv ist, wurden Gerstenprimirblétter mittels Partikelbombardement transient
transformiert. Zur Funktionsiiberpriifung im Gerste / Bgh Pathosystem konnten die zu
untersuchenden Kandidatengene sowohl iiberexprimiert als auch durch RNA Interferenz
ausgeschaltet werden (Schweizer et al., 1999b; Schweizer et al., 2000).

Nach Etablierung und Verifizierung des transienten Transformationssystems, wurde PR-1b
als erstes Kandidatengen ausgewihlt, da seine Expression nach Befall durch verschiedene
Pathogene induziert wird. Daher konnte man vermuten, dass PR-1B in das pflanzliche
Pathogenabwehrsystem involviert ist.

Um Einblick in die pflanzliche Signaltransduktion nach Pathogenbefall zu erhalten, sollten
zunéchst verschiedene Rac/Rop GTPasen der Gerste isoliert werden. Da RAC/ROP Proteine
in verschiedenen Systemen als Regulatoren des Zytoskeletts und der Produktion von
reaktiven Sauerstoffintermediaten dienen, handelt es sich um vielversprechende Kandidaten
mit einer Funktion in der Signaltransduktion nach Pathogenbefall. Nach der funktionellen
Analyse von sechs RAC/ROP Proteinen der Gerste mittels transienter Transformation,
wurden diese Kandidatengene weitergehend untersucht. Neben Expressionsstudien durch
semiquantitative RT-PCR, konnte die intrazelluldre Lokalisation und deren Einfluss auf die

Funktionalitit der RAC/ROP Proteine bestimmt werden.
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Abstract

The pathogenesis-related protein 1 (PR-1b) of bartégrdeum vulgare L.) is a marker for the attack by the powdery mildew fungus
(Blumeria graminisf.sp.hordei, Bgh) and other pathogens. PR-1b consists of 164 amino acids and has a potential signal peptide for exportin
the cell wall. Here, we show thBR-1b is differentially expressed in near-isogenic barley lines exhibiting various forms of defence phenotypes
including papilla formation and the hypersensitive cell death. To elucidate PR-1b function, we transiently $erioexpression by double
stranded RNA (dsRNA) interference in the moderately susceptible barley double mutant line A89 (gembd@peor1), which shows a
papillae-based defence phenotype. Upon bombardment of leaf segmen®RulithdsRNA and a GFP marker gene constrigh slightly
more frequently penetrated the plant cell wall of transformed epidermal cells relative to cells bombarded with human control dsRNA. \
conclude that PR-1b contributes to penetration resistance to the powdery mildew fungus in barley. We also obs@&Reldh thghression
correlates with the production of,8, in responses tBgh andBipolaris sorokiniana and was induced upon infiltration of the®, producing
mixture of glucose and glucose oxidase.
© 2003 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Gene silencing; MLO; Pathogen; Reactive oxygen intermediates; Resistance; Suppression

1. Introduction in gene-for-gene resistance mediated by major restistance
(R) genes such akllg andMla [1]. Both race-non-specific
The interaction between barley (Hordeumvulgdre and formation of effective CWAs andR gene-mediated execu-
the powdery mildew fungus (Blumeria graminfssp.hordei, tion of HR correlate spatially and temporally with,@;
Bgh) has been intensively studied in terms of plant defence accumulatior{3].
reactions[1,2]. The plant response to pathogen attack in- PR proteins were initially identified as pathogen inducible
cludes alterations of the cell wall, production of phenolic proteins in leaves of tobacco after tobacco mosaic virus in-
metabolites and reactive oxygen intermediates, a hypersenfection. Despite years of intensive research the biological
sitive cell death reaction (HR) as well as accumulation of function of the pathogenesis-related protein PR-1 remained
pathogenesis-related (PR) proteins. In barley, early pen-unclear. It was reported that purified PR-1 proteins exhibit
etration resistance and physical reinforcement of the cell antimicrobial activities againg®hytophthora infestans and
wall by appositions (CWAs, syn. papillae) are typically thattobacco overexpressing PR-1 shows enhanced resistance
observed in race-non-specific resistance responses such a® oomycetes. This provided first evidence for a causal role
those governed by thelo alleles or quantitative back- of PR-1 in plant defence. Expression of the gene increased
ground resistance. HR is the predominant plant responseafter pathogen attack as well as after a number of abiotic
stresses, including UV irradiation and wounding (for reviews
see[4,5]). In dicotyledonous but not in monocotyledonous
plants, PR-1 expression correlates with the onset of resis-
fax: +49-641-9937499. , - tance induced biologically or by chemical resistance induc-
E-mail addresses: holger.schultheiss@agrar.uni-giessen.de ) . : . o . R
(H. Schultheiss), ralph.hueckelhoven@agrar.uni-giessen.de ers like 2,6-dichloroisonicotinic acid and benzothiadiazoles
(R. Huckelhoven). [4,6].
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In barley, Mouradov et al[7], Bryngelsson et al]8] Heidelberg, Germany) according to the manufacturer’s in-
and Stevens et a[9] identified altogether four different  structions. For barley mRNA detection, 2x4 of total
Bgh-responsive basic forms of PR-1. Southern analyses in-RNA from each sample was separated in agarose gels and
dicated a total number of 8-10 PR-1 family members in the blotted by capillary transfer to positively charged Nylon
genome[8]. Evidence for an involvement of PR-1 in the membranes. Detection of RNAs was performed with anti-
defence of barley against the powdery mildew fungus came sense RNA probes (HvPR-1llvOxOa [2]) according to

from the observation th&R-1 accumulated in response to
inoculation withBgh in resistant barley lines much stronger
than in susceptible lingd0-12].

the DIG-System User’'s Guide (Roche, Mannheim, Ger-
many). Prior to immunodetection of RNA-RNA hybrids,
blots were washed stringently two times for 20 min in 0.1%

In this study we underline the involvement of the ba- (w/v) SDS, 0.1x SSC at 68C. For probe generation, plas-
sic PR-1b[8] protein in the defence mechanism of barley mids were amplified ifE. coli, isolated and used for in vitro
against the powdery mildew fungus. We demonstrate dif- transcription using T7 RNA polymerases and digoxygenin
ferential PR-1b transcript accumulation during execution of or fluorescein labelled nucleotides (DIG-Luminescence
different resistance mechanisms and show a clear associatioetection Kit, Roche, Mannheim, Germany).
of PR-1b expression an@gh-resistance. ByPR-1b double
stranded RNA (dsRNA) interference, we uncover contribu- 2.3. Construction of pGY1-PR-1b and pGFP:PR-1b
tion of PR-1b to penetration resistanceBgh.

For overexpression of the PR-1b protein the cDNA of
PR-1b was cut out of the plasmid pHvPR-18] with re-
striction enzymesSmal and EcoRV and cloned into the
Smal site of pGY1[16]. For expression of a GFP:PR-1b
fusion protein the cDNA of the green fluorescent pro-
tein (GFP) was amplified from the plasmid pGFP un-
der elimination of the GFP stop codoii6] by PCR

2. Materials and methods
2.1. Plant materials, pathogens and inoculation

The barley (Hordeum wulgarelL.) lines Ingrid, Pal-

las and the backcross (BC) lines BCingridmlo5, BC- i :
PallasMlal2and BCPallasMigwere obtained from Lisa  (Primers:  5-GGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3

Munk (Royal Veterinary and Agricultural University, and 3-GGATCCTTGTACAGCTCGTCCAT-3. PCR prod-

Copenhagen, Denmark). Their generation was described!Cts were cloned directly into pGY1-PR-1b (cut wéimal).
previously [13]. The mutant A89 was provided by Paul The strategy was designed in a way, Whl(_:h allqwed cloning
Schulze-Lefert (Max-Planck-Institute for Plant Breeding ©f GFP upstream of th®R-1b 5" end. Orientation of the
Research, Cologne, Germajiy]). Plants were grown ina  insert was checked by PCR.
growth chamber at 18C with 60% relative humidity and a
photoperiod of 16 h (6.mol m~2s~1 photon flux density).
The barley powdery mildew fungusBlumeria graminis
(DC) Speer f.sphordei Em. Marchal, race A6 was inoc-
ulated onto barley primary leaves to give a density of 50
conidia mnT2. Bgh was maintained on barley cultivar Siri
under the conditions described above.

Bipolaris sorokiniana had been isolated from the boot

2.4. Transient transformation, RNAi, and evaluation of
fungal development

To determine the function of PR-1b, we used a tran-
sient transformation assay as described previolistyl8].
Plants were grown in a growth chamber at°24(20°C
in the dark) with 60% relative humidity and a photope-

leaf of the wheat cultivar Sonalika growing under natural fiod of 16h (24Qsmol m~2 _5_1 photon flux density). For
conditions at Banaras, eastern India, during April 1999. Sin- dSRNA interference experiments, 31§ of 1.1um tung-

gle spore isolation and maintenance of the isolate has beersten particles (BioRad, Munich, Germany) were coated
described by Kumar et dlL5]. For inoculation, primary leaf ~ With dSRNA (2ug) together with pGFP (ig; GFP un-
segments of 6cm length harvested from 7-day-old plants der control of the Cauliflower Mosalc Virus (CaMV) 35S
were laid flat by fixing their ends on surface of a steel sheet, Promoter[16]) as a transformation marker for each shot.
A suspension containing approximately 20,000 spores/m|AS an unspecific RNA control, we used human thyroid
water plus 0.02% Tween-20 was sprayed onto the segments'€Ceptor (NTR) dsRNA. Double stranded RNA was ob-
Inoculated segments were immediately placed onto a 2mmt@ined by annealing of sense and antisense RNA synthe-
thick layer of benzimidazole 0.5% water agar (0.6 ppm ben- Sizéd in vitro[17]. For overexpression of PR-1b, 318 of
zimidazole) in a plastic dish closed tightly with a lid. Seg- 1-1wm tungsten particles were coated with i pGFP
ments were incubated for 72 h at 25 with a photoperiod ~ @S @ marker and 018y pGY1-PR-1b or pGY1 (control),

of 16 h. respectively.
Leaf segments were bombarded with coated particles 4 h

before inoculation witlBgh race A6 (100 conidia mrr?).
Interaction outcome was evaluated subsequently by fluores-
cence and light microscopy. For each individual experiment,
at least 100 interaction sites were counted as described in

2.2. RNA extraction and Northern blotting

Total RNA was extracted from 5 to 10 primary leaf seg-
ments (5cm long) using a RNA extraction buffer (AGS,
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[18]. PE was calculated for each experiment as number of (A)
penetrated cells divided by total number of attacked cells.

PR1b ] Ingrid
2.5. In planta production of H,O, ™. -* . ® BCingrid mio5

B | L = A89
To produce HO> in planta we pressure-infiltrated barley .
first leaves with mixtures of glucose and glucose oxidase. rRNA |ohsieRoReRoled sl Ingrid

Barley seedlings were infiltrated with 2mM glucose (Gluc) BCIngridmio5
in 10mM K,H,PO, buffer pH 7.5 either alone or together MHHRAEE ' B, A89

with 25, 50, or 100 U/ml glucose oxidase (GOX EC 1.1.3.4 & i 4k 54 akdd © Skdd
from Aspergillus niger, Sigma, Hannover, Germany). The

starch/iodide assay was performed according to Wu et al. nal %
[19]. =)

PR1b #% #e oo o Pallas
3. Results

*esamm® BCPallasmiat2

3.1. Expression of PR-1b in response to biotrophic
Blumeria graminis f.sp. horde % &% m» == BCPallasmig

Pallas

To further elucidate a role of PR-1b in the barley defence TRNARRA= Ssbaioial S Lo Aata
againsBgh, we carried out gel blot analyses with total RNA e ———
from different susceptible and resistant near-isogenic bar- HERmEes B i#44{ BCPallasmiat2

ley lines after inoculation with 50 conidia dghA6 per
mm?: (a) susceptible cultivars Ingrid and Pallas; (b) resis-
tant backcross line BCIngridmlo5; (c) moderately suscep-
tible ror-mutant A89 (genotypenlo5, rorl); (d) resistant 0 22 36 48 3 8 22 30 36 48
backcross lines BCPallasM&nd BCPallasMlal2. The sus- £ hai
cgptible lines Pa”a_s and Ingrid eXhibited_ a late and tran- Fig. 1. BarleyPR-1b expression in response to inoculation wBhume-
sientPR-1b expression that decreased rapidly after success-ria graminis f.sp. hordei. Northern blots of Zug total RNA were probed
ful haustoria formation (22-48 hai). The earliest detectable with antisensePR-1b RNA probes. Gene expression was analysed af-
increase ofPR-1b transcripts took place 3 hai in resistant " mdoc" (CO”“‘;" ? or ﬁ%’?'d'a'b'”o‘?g'a“o”: feSPefC“Ve'Y- Gel 'Ofd'”g
BClIngridmlo5 (Fig. 1A). The mutant A89 showed an inter- /2s documented after ethidium bromide staining of rRNAs. Total RNA
diatePR-1b t ot lati ncidi ith was extracted‘ at O—A}Sh after _|nocu|at!on (hal)‘. (A) Transcript accumu-
me late AN rgnscrlp accumulation coinci mg_ WIth an —jaion in near-isogenic susceptible cultivar Ingrid (genotyyi®, Rorl),
intermediate resistance phenotype between Ingrid and BC-race-non-specific resistant BCIngritb5 (mlo5, Rorl) and moderately
Ingridmlo5. In the Migand Mlal2 backcross lines strong  susceptible A89 (mloSrorl) after dense inoculation witBgh. Resistant
PR-1b expression started between 8 and 22 hai and remainedff;i‘i”e%’t builds elff‘?C“"e ;e”Twa” appositions T’e_"e”_“”g penetration
on a high level during expression of effective plant defence after inoculation. (B) Transcript accumulation in near-isogenic
. . - . susceptible cultivar Pallas and race-specific resistant near-isogenic back-
(Elg. 1B)' _The 'ntens_'ty oPR-1b _S|gnals correlated C_Iosely cross lines BCPallasMlaldr BCPallasMlIgafter dense inoculation with
with the timing of different resistance responsesnito5, Bgh race A6 (AwrMlal2, ArMIg). Pallas is penetrated bgh 14-24
Mlg, andMlal2 genotypes. hai resulting in unrestricted fungal growth. BCPallasMlai2ows late
post-penetration HR in epidermal cells and subjacent mesophyll cells
24-72 hai. BCPallasMIgs resistant to fungal penetration and expresses
early single-cell HR 18-30 hai.

BCPallasmig

3.2. PR-1b expression in response to the hemibiotrophic
fungus Bipolaris sorokiniana

It was previously shown thd@gh-resistantmlo-barley is 3.3. PR-1b expression in response to H,O2
highly susceptible to certain hemibiotrophic fungi such as
Magnaporthe grisea andB. sorokiniana [15,20]. We inocu- We tested whether #D5 is a trigger forPR-1b expression.
latedMIo andml o5 plants by spraying with 20,000 spores/ml  Barley first leaves were infiltrated with mixtures of glucose
of B. sorokiniana and recorde®®R-1b expression during the  and different concentrations of glucose oxidase (Gluc/GOX)
first 3 days post-inoculation. Thelo5 genotype showed that oxidizes glucose accompanied by the production of
more severe spot blotch symptoms than the wild type parentH,0,. H,O» accumulation in the intercellular washing fluid

Mlo line (not shown).B. sorokiniana-inducedPR-1b tran- was confirmed by the starch/iodide assay (not shown). Glu-
script accumulation started from 16 hai onward and was cose alone or in mixture with low concentration of GOX
stronger and earlier in highly susceptibito5-barley rela- (25 UmlI1) did not induce visible symptoms after infiltra-

tive to theMlo parent (Fig. 2). tion into c.v. Pallas, whereas both 50 and 100 U GOX 'l
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@ ingrid
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@

B. sorokiniana

Fig. 2. BarleyPR-1b expression in response to infection wBipolaris sorokiniana. Northern blots of 3.g total RNA were probed with antisen&&R-1b

RNA probes to analyse gene expression during fungal penetration (biotrophic phase) and tissue colonisation (necrotrophic phase) by the hemibiotrophic

fungusB. sorokiniana. Mlo-wild type barley c.v. Ingrid anlo-mutant backcrossline BCIngrido5 were tested after spraying water (control, @) or conidial

suspensions, respectively. Gel loading was documented after ethidium bromide staining of rRNAs. Total RNA was extracted at 0—72 h post-inoculation.

caused a mild leaf necrosis. We analy§#1b expression
at 5h and 24 h post-infiltration of Gluc/GOX and found in-

a vector for expression of the green fluorescing protein
(pGFP). Subsequently, the segments were inoculated with

creased gene expression at both time points even with 25 UBgh, and outcome of the interaction was evaluated 40 h later.

GOX mlI~1 while expression obxalate oxidase A remained
unchanged. Infiltration of Glucose solution did not induce
detectableP’R-1b expression (Fig. 3).

3.4. Assessment of PR-1b function

To determine whether PR-1b is crucial for penetration
resistance, we performed epidermal single-B&1b gene

After five independent experiments and evaluation of 772 in-
teraction sites, we concluded that the transient knock down
of PR-1b provoked a weak but significant increase in pene-
tration efficiency (PE) oBgh relative to controls that were
bombarded with human control dsRNA (Fig. 4). Thereby,
the relative PE orPR-1b dsRNA bombarded cells was en-
hanced from 20% in controls to approximately 25% (Fig. 4).
In order to demonstrate effectiveness and specificity of

silencing experiments by sequence-specific dsRNA interfer- the RNA interference mechanism, we bombarded leaves

ence (RNAI) in a transient transformation as$ay,18].

Leaf segments of the moderately susceptible barley mu-

tant A89 in whichPR-1b is expressed at a high level (see
Fig. 1A) were bombarded witBR-1b dsRNA together with

2 mM Gluc/GOX
GOX [u/mL] 0 25 50 100

0 25 50100

HvOxOa wmemmm " a®

EE

HwrrRip MHREN THEHEW-
e TR
5 24

Time after infiltration [h]

rRNA

Fig. 3. BarleyPR-1b expression in response to infiltration of mixtures of
glucose and glucose oxidase provokingQ4 accumulation. Barley cul-
tivar Pallas seedlings were pressure-infiltrated with 2 mM glucose (Gluc)
either alone (0) or together with 25, 50, or 100 Uthiglucose oxidase
(GOX). Barley oxalate oxidase AHYOxOa) and PR-1b expression was
analysed in Northern blots at 5 and 24 h after infiltration. Gel loading
was documented after ethidium bromide staining of rRNAs.

with pGFP:PR-1b together with dsRNA &R-1b or, alter-
natively, with a heterologous dsRNA of the human thyroid

[COPR-1b dsRNA [Econtrol dsRNA
40 1

n (5]
o o
1 I

penetration efficiency [%]
=

o
I

1 2 3 4 5 m
experiment

Fig. 4. Increase of penetration of barley mutant A&%05, rorl) by Bgh
uponPR-1b dsRNA induced dsRNA interference. Penetration efficiencies
were evaluated in five independent experiments with BgigA6. Pene-
tration efficiency is enhanced BR-1b dsRNA (white columns) relatively

to controls (TRAsRNA; grey columns). Individual results (experiments
1-5) and means (m, columns with standard error bars) are displayed. In-
fluence ofPR-1b dsRNA on penetration efficiency in A89 is significantly
different from the control ap < 0.001 (Student's-test).
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hormone receptor (TR). Expression of the GFP:PR-1b sorokiniana and M. grisea was very high (Figs. 1 and 2)
fusion protein in the presence diR dsRNA resulted in [6,11]. Bgh-resistanimlo5-barley is highly susceptible to the

14.24+0.5 GFP-fluorescent cells per segment (me&E). hemibiotrophicB. sorokiniana. Apparently, development of
In contrast, transformation of cells with GFP:PR-1b in the this fungus is not affected by strong expressiorPBf1b.
presence oPR-1b dsRNA reduced the number of green flu- Physiological changes induced Bygh in barley are asso-

orescent cells to 3820.4 (meant S.E; 72% reduction) per  ciated with effects on the host redox stafsk For instance,
segment indicating sequence-specific, induced degradatiorPR-1b expression correlates temporally with accumulation
of GFP:PR-1b mRNA. of H,O2 during both effective defence reactions (papillae,
Overexpression of PR-1b in the susceptible line Ingrid HR) againstBgh and tissue colonisation b. sorokini-
that exhibits a relatively late and transient expression of ana [3,15], which indicates thaPR-1b expression could
PR-1b (seeFig. 1) led to a small decrease in fungal PE from be affected by the plant redox status. AccordingliR-1b
51.9+ 4.8 t0 47.7+ 2.7% (meant S.E). However, this expression was induced by Gluc/GOX producingdd in
effect was not significant, although it was detectable in each planta (Fig. 3). Though our results only hint to redox de-
of three independent experiments. pendent PR-1b expression, this idea is further supported by
the fact that the barlelPR-1b promoter[23] contains sev-
eral W-boxes that are supposed to be DNA sequences for
4. Discussion binding of WRKY transcription factors that contain a po-
tentially redox-sensitive zinc finger as DNA binding domain
The analysis of PR-1 conducted in this study characterised[25].
PR-1 as a stress response protein involved in several plant
defence mechanisms. We have demonstrated that expression
of PR-1b is apparently not sufficient to restrict the growth Acknowledgements
of fungal pathogens but is one factor that limits penetration
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effective, our results support the notion that PR-1b does not

exert a direct antimicrobial effect dgh. We speculate that  References

PR-1b contributes to build up a physical barrier against plant

cell wall penetration byBgh together with other apoplas-  [1] R. Panstruga, P. Schulze-Lefert, Live and let live: insights into pow-
tic host proteins. The removal of PR-1b from the resistance dery mildew disease and resistance, Mol. Plant Pathol. 3 (2002)
machinery resulted in a partial breakdown of penetration re- __ 495-502.

sistance. For gene silencing analysis by RNAI it was critical [2] D.B. Collinge, P.L. Gregersen, H. Thordal-Christensen, The nature
) and role of defense response genes in cereals, in: R.R. Bélanger, W.R.

to choose thenlo5—ror_1 double mutant line A8_9 that shows Bushnell, A.J. Dik, T.L.W. Carver (Eds.), The Powdery Mildews,
strong PR-1b expression though the interaction phenotype APS Press, St. Paul, MN, 2002, pp. 146-160.
with powdery mildew is moderately susceptilplet]. [3] R. Hickelhoven, K.-H. Kogel, Reactive oxygen intermediates in

Many studies have demonstrated the responsiveness of  Pplant-microbe interactions: who is who in powdery mildew resis-
. tance? Planta 216 (2003) 891-902.
the barleyPR-1b gene to attack fronBgh (Fig. 1) [8,23]. ; . .
.S . . [4] L.C. van Loon, E.A. Van Strien, The families of pathogenesis-related

PR-1b exl?r_ess_'on n susceptlble barley m'ght be a _reSl_JIt of proteins, their activities, and comparative analysis of PR-1 type
non-specific single-cell background resistance, which is re- proteins, Physiol. Mol. Plant Pathol. 55 (1999) 85-97.
sponsible for the fact that developmentBdh is arrested [5] S. Muthukrishnan, G.L. Liang, H.N. Trick, B.S. Gill, Pathogenesis-
at up to 50% of interaction sites even in the absence of related proteins and their genes in cereals, Plant Cell, Tissue Organ
an R gene. After successful fungal establishmepiR-1b Cult. 64 (2001) 93-114. . . )

. d 36-48 hai iblv b h [6] B. Jarosch, M. Jansen, U. Schaffrath, Acquired resistance functions
expressmn_attenuate at e al possibly because the in mlo-barley, which is hypersusceptible téagnaporthe grisea,
powdery mildew fungus actively suppresses defence reac-  Mol. Plant Microb. Interact. 16 (2003) 107-114.
tions as a prerequisite to maintain biotrophy. Interestingly, [7] A. Mouradov, L. Petrasovits, A. Davidson, K.J. Scott, A cDNA clone
transient defence gene expression in wheat upon inocula- for a pathogenesis-related protein 1 from barley, Plant Mol. Biol. 23
tion with B. graminis reappeared after curative application (1993) 439-442.

fth ist tivati d . lin A . [8] T. Bryngelsson, J. Sommer-Knudsen, P.L. Gregersen, D.B. Collinge,
0 € resistance activaling compound syringolin A, possi- B. Ek, H. Thordal-Christensen, Purification, characterization, and

bly counteracting defence suppression by the fur{gd$ molecular cloning of basic PR1-type pathogenesis-related proteins
In mlo5-barley, PR-1b expression in response tgh, B. from barley, Mol. Plant Microb. Interact. 7 (1994) 267-275.



1280 H. Schultheiss et al./Plant Science 165 (2003) 1275-1280

[9] C. Stevens, E. Titarenko, J.A. Hargreaves, S.J. Gurr, Defence-related[17] P. Schweizer, J. Pokorny, P. Schulze-Lefert, R. Dudler, Double-

gene activation during an incompatible interaction between stranded RNA interferes with gene function at the single-cell level

Sagonospora (Septoria) nodorum and barley (Hordeum vulgarel..) in cereals, Plant J. 24 (2000) 895-903.

coleoptile cells, Plant Mol. Biol. 31 (1996) 741-749. [18] H. Schultheiss, C. Dechert, K.-H. Kogel, R. Huckelhoven, A small
[10] A. Freialdenhoven, B. Scherag, K. Hollricher, D.B. Collinge, H. GTP-binding host protein is required for entry of powdery mildew

Thordal-Christensen, P. Schulze-Lefdar-1 and Nar-2, two loci fungus into epidermal cells of barley, Plant Physiol. 128 (2002)

required for Mlal2-specified race-specific resistance to powdery 1447-1454.

mildew in barley, Plant Cell 6 (1994) 983-994. [19] G. Wu, B.J. Short, E.B. Lawrence, E.B. Levine, K.C. Fitzsimmons,
[11] C. Peterhansel, A. Freialdenhoven, J. Kurth, R. Kolsch, P. D.M. Shah, Disease resistance conferred by expression of a gene en-

Schulze-Lefert, Interaction analyses of genes required for resistance coding HO,-generaing glucose oxidase in transgenic potato plants,

responses to powdery mildew in barley reveal distinct pathways lead- Plant Cell 7 (1995) 1357-1368.

ing to leaf cell death, Plant Cell 9 (1997) 1397-1409. [20] B. Jarosch, K.-H. Kogel, U. Schaffrath, The ambivalence of the
[12] R. Hiickelhoven, J. Fodor, M. Trujillo, K.-H. Kogel, Barléfla- and barley Mlo locus: mutations conferring resistance against powdery

Rar-mutants compromised in the hypersensitive cell death response mildew (Blumeria graminis f.sp. hordei) enhance susceptibility to

againstBlumeria graminis f.sp. hordei are modified in their ability to the rice blast funguMagnaporte grisea, Mol. Plant Microb. Interact.

accumulate reactive oxygen intermediates at sites of fungal invasion, 12 (1999) 508-514.

Planta 212 (2000) 16-24. [21] T.T. Poulsen, Transgenic barley with enhanced resistance to fungal
[13] P. Kalster, L. Munk, O. Stalen, J. Lahde, Near-isogenic barley lines pathogens, Ph.D. dissertation, The Royal Veterinary and Agricultural

with genes for resistance to powdery mildew, Crop Sci. 26 (1986) University, Copenhagen, Denmark, 2001.

903-907. [22] M. Rauscher, A.L. Adam, S. Wirtz, R. Guggenheim, K. Mendgen,
[14] A. Freialdenhoven, C. Peterhansel, J. Kurth, F. Kreuzaler, P. H.B. Deising, PR-1 protein inhibits the differentiation of rust infec-

Schulze-Lefert, Identification of genes required for the function of tion hyphae in leaves of acquired resistant broad bean, Plant J. 19

non-race-specifienlo resistance to powdery mildew in barley, Plant (1999) 625-633.

Cell 8 (1996) 5-14. [23] A. Mouradov, E. Mouradova, K.J. Scott, Gene family encodingbasic
[15] J. Kumar, R. Huckelhoven, U. Beckhove, S. Nagarajan, K.-H. Kogel, pathogenesis-related 1 proteins in barley, Plant Mol. Biol. 26 (1994)

A compromisedMlo pathway affects the response of barley to the 503-507.

necrotrophic fungusBipolaris sorokiniana (teleomorphCaochliobolus [24] U. Waspi, P. Schweizer, R. Dudler, Syringolin reprograms wheat to

sativus) and its toxins, Phytopathology 91 (2001) 127-133. undergo hypersensitive cell death in a compatible interaction with
[16] P. Schweizer, J. Pokorny, O. Abderhalden, R. Dudler, A transient powdery mildew, Plant Cell 13 (2001) 153-161.

assay system for the functional assessment of defense-related genef25] E. Vranova, D. Inze, F. van Breusegem, Signal transduction during
in wheat, Mol. Plant Microb. Interact. 12 (1999) 647—-654. oxidative stress, J. Exp. Bot. 53 (2002) 1227-1236.



A Small GTP-Binding Host Protein Is Required for
Entry of Powdery Mildew Fungus into Epidermal
Cells of Barley"'

Holger Schultheiss, Cornelia Dechert, Karl-Heinz Kogel, and Ralph Hiickelhoven*

Institute of Phytopathology and Applied Zoology, Justus-Liebig-University Giessen, Heinrich-Buff
Ring 26-32, D-35392 Giessen, Germany

Small GTP-binding proteins such as those from the RAC family are cytosolic signal transduction proteins that often are
involved in processing of extracellular stimuli. Plant RAC proteins are implicated in regulation of plant cell architecture,
secondary wall formation, meristem signaling, and defense against pathogens. We isolated a RacB homolog from barley
(Hordeum vulgare) to study its role in resistance to the barley powdery mildew fungus (Blumeria graminis f.sp. hordei). RacB
was constitutively expressed in the barley epidermis and its expression level was not strongly influenced by inoculation with
B. graminis. However, after biolistic bombardment of barley leaf segments with RacB-double-stranded RNA, sequence-
specific RNA interference with RacB function inhibited fungal haustorium establishment in a cell-autonomous and
genotype-specific manner. Mutants compromised in function of the Mlo wild-type gene and the Rorl gene (genotype mlo5
ror1) that are moderately susceptible to B. graminis showed no alteration in powdery mildew resistance upon RacB-specific
RNA interference. Thus, the phenotype, induced by RacB-specific RNA interference, was apparently dependent on the same
processes as mlo5-mediated broad resistance, which is suppressed by rorl. We conclude that an RAC small GTP-binding
protein is required for successful fungal haustorium establishment and that this function may be linked to MLO-associated

functions.

Complete resistance of barley (Hordeum vulgare) to
the biotrophic, fungal pathogen Blumeria graminis
f.sp. hordei (Bgh) is mediated by major resistance
genes such as the Mia genes or by loss of MLO
function in Mlo-mutant genotypes such as mlo5-
barley (Jorgensen, 1994; Schulze-Lefert and Vogel,
2000). The latter is expressed exclusively via penetra-
tion resistance, which is characterized by formation
of cell wall appositions and accumulation of phytoa-
lexins, pathogenesis-related gene transcripts, and
hydrogen peroxide (Stolzenburg et al., 1984; Zeyen
et al., 1993; Peterhdnsel et al., 1997; von Ropenack et
al., 1998; Hiickelhoven et al., 1999, 2000b). All of
these characteristics are also found in susceptible
barley, albeit to a lower extent, meaning that the mlo
alleles confer a primed responsiveness for these de-
fense reactions or the functional MLO is a control
element of these fundamental resistance mecha-
nisms (Biischges et al.,, 1997; Peterhidnsel et al.,,
1997).

It is intriguing that Bgh-resistant mlo genotypes
show hypersusceptibility to Magnaporthe grisea and to
toxic culture filtrates of Cochliobolus sativus (Jarosch et
al., 1999; Kumar et al., 2001). Thus, Mlo exerts an
ambivalent role in controlling resistance to the

! This work was supported by the Deutsche Forschungsgemein-
schaft (grant no. DFG Ko1208/8 to R.H. and K.-H.K.).

* Corresponding author; e-mail Ralph.Hueckelhoven@agrar.
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biotroph Bgh and susceptibility to the hemibiotroph
M. grisea. The MLO protein is a membrane-spanning
protein reminiscent of a G-protein coupled receptor
(Devoto et al., 1999). In animals, such proteins inter-
act with heterotrimeric G-proteins and/or small
GTP-binding proteins via different cytoplasmic do-
mains (Naor et al., 2000). Small GTP-binding proteins
such as those of the RAC family are cytosolic signal
transduction proteins that often are involved in pro-
cessing of extracellular stimuli. Plant RAC proteins
are involved in regulation of plant cell architecture,
secondary wall formation, meristem signaling, and
defense against pathogens (Valster et al.,, 2000).
Mammalian RAC1, in its GTP-binding form, is essen-
tial for stable assembly of an active NADPH oxidase
complex in the plasma membrane of phagocytic and
nonphagocytic cells. This complex is responsible for
generation of superoxide radical anion (O3 ") that is a
signal molecule for cell proliferation in low concen-
trations, whereas it causes host cell death and patho-
gen killing in higher concentrations (Irani et al., 1997;
Burstein et al., 1998; Irani and Goldschmidt-
Clermont, 1998; Subauste et al., 2000).

Interaction of plant RAC homologs with the
NADPH oxidase complex appears to regulate activ-
ity of NADPH oxidase that produces O, in response
to pathogen attack (Hassanain et al., 2000; Ono et al.,
2001). Rice (Oryza sativa) Racl, when overexpressed
in rice in its constitutive active form, leads to hyper-
sensitive reaction (HR) at sites of attack by M. grisea
and, therefore, to pathogen resistance. Expression of

Plant Physiology, April 2002, Vol. 128, pp. 1447-1454, www.plantphysiol.org © 2002 American Society of Plant Biologists 1447
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dominant negative forms of Racl consistently results
in enhanced susceptibility to M. grisea (Kawasaki et
al., 1999; Ono et al., 2001).

Reactive oxygen intermediates (ROI) play multiple
roles in plant pathogen interactions. O, or H,O,
induce defense mechanisms including pathogenesis-
related gene expression and the HR. On the other
hand, ROI are also signals that restrict cell death and
lead to production of antioxidants. Spatial and quan-
titative differences in the occurrence of ROI are cru-
cial for their mode of action (Levine et al., 1994;
Tenhaken et al., 1995; Jabs et al.,, 1996). In barley,
O, production takes place during attack by Bgh at
sites of successful penetration of epidermal cells, but
not at sites where fungal penetration is prevented
(Htickelhoven and Kogel, 1998). In contrast, H,O,
accumulates subcellularly in barley at sites were pen-
etration by Bgh is successfully prevented as well as in
entire cells that undergo HR. Together, accumulation
patterns of O, and H,O, differ temporally and spa-
tially in barley during attack by Bgh (Thordal-
Christensen et al., 1997; Hiickelhoven and Kogel,
1998; Kogel and Hiickelhoven, 1999; Hiickelhoven et
al., 1999, 2000a, 2000Db).

We show here that a barley RAC homolog is re-
quired for parasitic entry of the biotrophic powdery
mildew fungus into epidermal host cells and, there-
fore, that this protein has a negative function in
disease resistance of barley to Bgh.

RESULTS
Isolation of a Barley RACB Open Reading Frame

We recently isolated a partial coding sequence of a
barley putative Racl homolog (GenBank accession
no. AJ290420; Hiickelhoven et al., 2001). In this study,
we isolated a complete open reading frame of the
barley Rac homolog (see “Materials and Methods”)
that encodes a protein with more than 98% identity to
RACSB from rice and maize (Zea mays) and more than
55% identity to human RAC1 or RAC2. Therefore, the
cDNA clone now is designated as barley RacB (Gen-
Bank accession no. AJ344223). The barley RACB ho-
molog contains several conserved motifs that are es-
sential for RAC function in animal systems. The
CXXL motif is conserved at the C terminus. The Cys
residue of this motif is the site of post-translational
isoprenylation that directs active RAC proteins into
the plasma membrane. The so-called effector loop
of RAC protein can also be found in barley RACB
(amino acids 28-48). This motif is responsible for
interaction with target protein of RAC homologs
such as NADPH oxidase. Barley RAC residues 127 to
140 resemble a specific effector loop that might be
required for induction of O, generation via RAC
(Hassanain et al., 2000). Motifs typically responsible
for GTP binding and GTP hydrolysis, respectively, are
also present in barley RACB. Together, the isolated
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barley cDNA encodes a protein that contains all typ-
ical motifs of small RAC GTP-binding proteins.

RacB Is Expressed in Epidermal Tissue

In our previous study, we described constitutive
expression of the barley RacB homolog (designated as
Racl) in barley primary leaves. RacB expression was
unaffected by inoculation with the powdery mildew
fungus (Bgh; Hiickelhoven et al., 2001). In this study,
we wanted to know whether RacB is expressed in the
epidermis of barley that is the only tissue attacked by
Bgh. We analyzed tissue-specific expression of RacB
in peeled abaxial epidermal strips and the residual
part of primary leaves. Susceptible barley cultivars
Pallas and resistant P10 were inoculated densely on
the abaxial sides with Bgh race A6 by 24 h before
sampling. As a positive control for epidermis-specific
gene expression, an oxalate-oxidase like-protein gene
(OXLP) was selected (Wei et al., 1998). Ubiquitin 1
(Ubi) was used as a marker for tissue-unspecific ex-
pression, and chloroplast-directed BAS (thioredoxin-
dependent peroxide reductase) was selected as a
marker for mesophyll expression. As shown in Fig-
ure 1, expression of RacB was stronger in peeled
epidermal strips than in the rest of the leaves. Tissue
specificity of RacB expression was similar to that of
OXLP and different from that of Ubi and BAS.

We compared early expression of RacB in a highly
resistant barley mlo line BCIngrid-mlo5, the respec-
tive susceptible near-isogenic parent Ingrid, and a
susceptible mutant A89 (mlo5 rorl) between 0 and
24 h after inoculation (HAI). In Ingrid, about 50% to
60% of fungal penetration attempts lead to haustoria
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Figure 1. RacB is expressed in epidermal tissue. Reverse transcrip-
tase (RT)-PCR with RNA from cv Pallas and cv BCPMla12 (P10) 24
HAI with BghA6. For extraction of total RNA, abaxial epidermal
strips (E, inoculated site of the leaves) were separated from the
mesophyll and adaxial epidermis (M). Ubi was selected as a marker
for tissue-unspecific gene expression. OXLP was selected as a posi-
tive control for gene expression in the epidermal layer. Bas was
selected as a positive control for gene expression in mesophyll cells.
RT-PCR was carried out with 25 cycles under specific conditions.
RT-PCR-products were denatured in gel, blotted, and detected by
antisense RNA probes under stringent conditions.

RacB

Bas

Plant Physiol. Vol. 128, 2002



formation between 12 and 24 HAI, whereas penetra-
tion rate in BCIngrid-mlo5 was close to 0%. Cultivar
A89, a Mlo-Rorl double-mutant line derived from
BClIngrid-mlo5, is penetrated at 20% to 35% of the
interaction sites by the Bgh isolate used (Hiickel-
hoven et al., 2000b). RacB gene expression was
slightly enhanced in response to Bgh inoculation as
compared with Ubi expression that was taken as a
constitutive marker. In the same RNA batch, the
expression of OXLP as a positive control for Bgh-
induced gene expression was enhanced from 8 HAI
onward. At 14 HAI, when the first immature haus-
toria can be found in epidermal cells, OXLP expres-
sion was somewhat stronger in cv A89 and resistant
BClIngrid-mlo5 than in Ingrid (Fig. 2).

Sequence-Specific RNA Interference (RNAi) by
RacB-double-stranded (ds) RNA Enhances
Penetration Resistance

We addressed the question of whether RACB is
involved in cellular accessibility or maintenance of
basal resistance of barley to powdery mildew fungus.
Host cell wall penetration and haustorium formation
are the key steps in establishing host-pathogen com-
patibility. However, even susceptible barley cultivars
such as Pallas or Ingrid prevent penetration at up to
50% of interaction sites, indicating a significant level
of basal resistance. We used sequence-specific RNAi
to induce gene silencing of RacB. RNAi produces
phenotypes in plants that are very similar to those of
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Figure 2. RacB expression in resistant and susceptible barley lines.
RNA was isolated from cv Ingrid (Mlo, Rorl, susceptible), cv
BClIngrid-mlo5 (mlo5, Ror1, resistant), and cv A89 (mlo5, ror1, mod-
erately susceptible) immediately before (0 @) inoculation at 8, 14,
and 24 HAI with Bgh and 24 HAI from noninoculated control plants
(24 ). Ubi was selected as a marker for constitutive gene expres-
sion. OXLP was selected as a positive control for Bgh-induced gene
expression in the epidermal layer. RT-PCRs were carried out with 20
to 25 cycles under specific conditions. PCR products were denatured
in gel, blotted, and detected by antisense RNA probes under stringent
conditions.
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Table 1. Effect of RacB-dsRNA on transient expression of a RACB:
GFP fusion protein

No. of Green Fluorescing Cells per Leaf®

Control-dsRNA 11.3 £2.0
RacB-dsRNA 29+1.8

2 Mean = st of four independent experiments.

knockout mutants (Waterhouse et al., 1998). It re-
cently was shown that RNAi also functions tran-
siently in barley if dsSRNA is delivered into epidermal
cells by biolistic bombardment (Schweizer et al,
2000). To test the efficiency of RNAIi in induction of
post-transcriptional gene silencing of RACB, we
bombarded barley epidermal cells with p-green flu-
orescent protein (GFP):RACB that had been con-
structed for expression of a GFP:RACB fusion protein
under control of the cauliflower mosaic virus 35 S
promoter, together with RacB-dsRNA or heterolo-
gous control dsRNA (human thyroid hormone recep-
tor dsRNA, TR), respectively. In four independent
experiments, sequence-specific silencing of GFP:
RACSB led to a significant reduction of green fluoresc-
ing cells by 75% (Table I). This shows that dsRNA of
RacB is suitable for inducing silencing of RACB in
bombarded cells.

To elucidate the role of small GTP-binding pro-
teins in basal resistance or cellular accessibility, we
bombarded Pallas leaf segments with RacB-dsRNA
together with a GFP expression vector (pGFP;
Schweizer et al., 1999). Leaves were subsequently
inoculated with Bgh, and the outcome of the inter-
action was evaluated 48 h later by in vivo light and
fluorescence microscopy (Nielsen et al., 1999). Pene-
tration into GFP-expressing cells was confirmed by
detection of haustoria in living cells and by judgment
of fungal development on these cells by fluorescence
and light microscopy (see “Materials and Methods”).

In each of six independent experiments, bombard-
ment of cv Pallas with RacB-dsRNA led to a reduced
number of cells that were successfully invaded by
Bgh as compared with leaf segments bombarded with
heterologous TR-dsRNA. The resistance-inducing ef-
fect of RacB-dsRNA resulted in an average reduction
of penetration efficiency (PE) of Bgh by 44% (Fig. 3).

Broad prehaustorial resistance in barley against
Bgh is controlled negatively by the wild-type MLO
protein. Barley mlo5 genotypes without a functional
MLO protein are race nonspecifically resistant to
penetration by Bgh (Biischges et al., 1997; Jorgensen,
1994). Because RacB-dsRNA inhibited haustorium
formation in cv Pallas that bears no functional resis-
tance gene against BghA6, we speculated that RacB
and Mlo might be functionally linked. To test this
hypothesis, we selected a mlo5 genotype (cv A89,
mlob ror1, background Ingrid) that is moderately sus-
ceptible to Bgh due to the mutation in Rorl (Freial-
denhoven et al., 1996). In this double-mutant geno-
type, we tested the impact of RacB-dsRNA in
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Figure 3. RacB-dsRNA interferes with the PE of Bgh in barley. Rel-
ative PE was evaluated in six independent experiments with Bgh on
barley cv Pallas. PE of Bgh was reduced in cells that were bombarded
with RacB-dsRNA compared with cells that were bombarded with
control dsRNA (TR, human thyroid receptor-dsRNA). Negative and
positive deviation of PE indicate reduced or enhanced PE, respec-
tively, compared with average penetration frequency in six control
experiments (adjusted to zero). Black columns, Relative PE at mini-
mum 100 interaction sites in an independent experiment. White
column, Average of the independent experiments with RacB-dsRNA.
Error bar shows st (relative PE of control and RacB-dsRNA are
significantly different at P = 0.000001 level, Student’s t test).

comparison with wild-type Mlo genotypes. In five
independent experiments, RacB-dsRNA did not pre-
vent haustoria establishment in cv A89, whereas in
the same experiments, PE was reduced by RacB-
dsRNA in cv Pallas and cv Ingrid (Mlo Rorl geno-
types; Fig. 4). Thus, resistance induced by RacB-
dsRNA such as mlo-mediated resistance does not
work in cv A89. It is remarkable that the RacB-dsRNA
effect was stronger in cv Pallas than in cv Ingrid (Fig.
4, experiments 1 and 2 or 3-5, respectively). Absolute
PEs are shown in Table II.

To rule out the possibility that RacB-dsRNA influ-
ences the transformation rate or the survival rate of
attacked cells, we compared the number of GFP-
expressing cells on control and RacB-dsRNA bom-
barded leaves (Table III). Microscopic evaluation
showed that RacB-dsRNA did not influence the num-
ber of total or attacked GFP-expressing cells in any
genotypes used. This demonstrates that RNAi by
RacB-dsRNA strongly affects processes linked to suc-
cessful establishment of the fungus but not cell death
of host cells.

DISCUSSION

We have shown that RacB-dsRNA specifically in-
terferes in barley epidermal cells with haustorium
establishment by the plant parasitic, biotrophic pow-
dery mildew fungus. Delivery of RacB-dsRNA into
epidermal cells induced resistance with a similar ef-
ficiency as Mlo-dsRNA (Schweizer et al.,, 2000).
Therefore, our results tag an RAC small GTP-binding
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Figure 4. The influence of RacB-dsRNA on the PE of Bgh is depen-
dent on the barley genotype. Relative PE was evaluated in five
independent experiments with Bgh on barley lines Pallas, Ingrid, or
A89. The PE of Bgh is reduced in cv Pallas (Mlo Ror1, experiments 1
and 2) or cv Ingrid (Mlo Rorl, experiments 3-5) cells that were
bombarded with RacB-dsRNA compared with cells bombarded with
control dsRNA (not shown). Penetration of susceptible double-
mutant A89 (mlo5 ror1, experiments 1-5) was not affected by RacB-
dsRNA. Black columns, Relative PE in an independent experiment.
White columns, Average of five independent experiments with RacB-
dsRNA. Error bars show sts (influence of RacB-dsRNA on PE in Mlo
Ror1 and mlo5 ror1 genotypes, respectively, is significantly different
at P < 0.002, Student’s t test).

protein as a host element that is required for success-
ful invasion by Bgh.

Several lines of evidence could exclude nonspecific
effects of RacB-dsRNA. First, in all experiments, the
effect of RacB-dsRNA was compared with that of
nonspecific TR-dsRNA, which has no plant ho-
mologs. An effect of TR-dsRNA was excluded in
several experiments (data not shown). Second, the
effect of RacB-dsRNA was genotype specific (Fig. 4).
Third, RacB-dsRNA did not influence the number of
nonattacked or attacked GFP-expressing cells (Table
II). Fourth, when we bombarded barley with pGFP:
RACB for expression of a GFP:RACB fusion protein
together with RacB-dsRNA, the number of cells
showing GFP fluorescence was reduced by 75% com-
pared with experiments with heterologous TR-
dsRNA. This shows that RacB-dsRNA induced gene
silencing of the RacB:GFP-transgene. Thus, the bio-
logical effects of RacB-dsRNA are most likely a result

Table Il. Penetration frequencies of Bgh on barley leaves
bombarded with dsRNA

Penetration Frequency?

Line
Control-dsRNA RacB-dsRNA
%
Pallas (Mlo RorT1) 57.0*+23 31.8+1.6
Ingrid (Mlo Ror1) 53.8 + 6.5 39.0 = 4.0
A89 (mlo5 rorT) 27.4 + 0.6 275+ 1.6

2 No. of penetrated cells divided by no. of attacked cells multi-
plied by 100 (mean =* sE).
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Table Ill. Transformation rates on barley leaves bombarded with dsRNA

No. of GFP-Expressing Cells per Shot*”

Line Control-dsRNA RacB-dsRNA n
Total Attacked Total Attacked
Pallas (Mlo RorT) 343 * 4.6 16.0 £ 2.2 33.9+438 15514 6(21)
Ingrid (Mlo RorT) 51.0 = 8.9 27.6 £8.7 499 £5.6 31.5+x7.8 3(11)
A89 (mlo5 ror1) 34.4 5.4 18.1 £ 4.0 34.1 =55 16.7 = 3.8 5(22)

? Four leaves were bombarded per shot. > Mean = sk.

RacB-dsRNA).

¢ No. of independent experiments (shots in n experiments each for control and

of post-transcriptional gene silencing of endogenous
RacB. In barley, high sequence identities of dsRNA
and target genes are necessary for RNAi (Schweizer
et al., 2000). However, because RacB is probably very
similar to other barley Rac genes, we cannot exclude
that we might have affected the expression of RAC
proteins other than RACB by RacB-dsRNA.

The resistance inducing effect of RacB-dsRNA ef-
fect was somewhat stronger in cv Pallas than in cv
Ingrid. Because RACB apparently plays a negative
role in broad resistance to Bgh, different levels of
broad resistance in cv Pallas and cv Ingrid might
influence RACB activity. In the barley double-mutant
A89 (mlo5-rorl), RacB-dsRNA did not interfere with
resistance. Therefore, it appears that the function of a
RAC protein is linked to elements of the MLO/ROR
network. Because MLO and RORI1 are involved in
broad resistance against Bgh, this finding suggests
that RacB-dsRNA interferes with race-unspecific pen-
etration resistance of barley against Bgh, and that the
same processes underlying mlo-mediated resistance
limit this effect. Because RACB and MLO are re-
quired for fungal entry in barley epidermal cells, we
speculate that they might be linked functionally. It is
interesting that functional RACB and functional
MLO play negative roles in resistance to Bgh,
whereas losses of RAC1 or MLO function lead to
hypersusceptibility to the fungal parasite M. grisea
(Jarosch et al., 1999; Ono et al., 2001). Thus, MLO and
RAC G-proteins are signal transduction elements
that play ambivalent roles in resistance to biotrophic
Bgh and hemibiotrophic M. grisea.

The mechanism by which RAC interferes with pen-
etration resistance needs to be elucidated. One pos-
sibility might be that RAC interacts with the cytoskel-
eton. In mammals, RAC activation is triggered by
bacterial pathogens that invade nonphagocytic cells
and in phagocytes during phagocytosis. Thereby,
RAC is involved in actin reorganization processes
during plasma membrane ruffling or bacterial en-
gulfment (Knodler et al., 2001). Both processes ap-
pear to resemble the process of plasma membrane
invagination during establishment of a fungal haus-
torium in a plant cell. If barley RAC is needed for
plasma membrane invagination, loss of RAC func-
tion should lead to inhibition of haustorium forma-
tion, as shown here. We speculate that the Bgh trig-
gers a RAC small GTP-binding protein and that this
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process depends on MLO allowing plasma mem-
brane invagination as a prerequisite for establish-
ment of compatibility. Also, active RAC could be
involved in cytoskeleton organization processes that
antagonize formation of cell wall appositions. Cy-
toskeleton reorganization appears to be required for
penetration resistance of barley coleoptiles to non-
host pathogens such as Erysiphe pisi (Kobayashi et al.,
1997).

RAC proteins are involved in activation of the O, -
generating NADPH oxidase complex (Bokoch, 1995;
Hassanain et al., 2000). In previous studies, we have
shown that enhanced O, generation in barley cells
attacked by Bgh temporally and spatially coincided
with successful penetration and haustorium forma-
tion, but not with processes resulting in penetration
resistance. Resistant mlo5 genotypes did not produce
O, during the period of attempted penetration
(Htickelhoven and Kogel, 1998; Kogel and Hiickel-
hoven, 1999). Thus, it is tempting to speculate that
barley RACB functions via activation of NADPH ox-
idase and that O, generation influences penetration
resistance to Bgh negatively. In contrast to O, , H,O,
accumulates at sites of formation of cell wall apposi-
tions in which Bgh sticks (Thordal-Christensen et al.,
1997; Hiickelhoven et al., 1999, 2000b). Thus, H,0O, is
strictly associated with barley defense reactions. To-
gether, the balance of O, and H,O, might be crucial
for accessibility of epidermal cells.

MATERIALS AND METHODS
Plant Materials, Pathogen, and Inoculation

The barley (Hordeum vulgare) lines Ingrid, Pallas, and the
backcross line BCIngrid-mlo5 were obtained from Lisa
Munk (Royal Veterinary and Agricultural University,
Copenhagen). Their generation was described previously
(Kolster et al., 1986). The mutant A89 was obtained from
Paul Schulze-Lefert (Max-Plank-Institute for Plant Breed-
ing Research, Ko6ln, Germany). Plants were grown in a
growth chamber at 18°C with 60% relative humidity and a
photoperiod of 16 h (60 umol m s~ ! photon flux density).
The barley powdery mildew fungus, Blumeria graminis
(DC) Speer f.sp. hordei Em. Marchal, race A6 (Wiberg, 1974)
was inoculated onto barley primary leaves to give a density
of 50 conidia mm™?. Bgh was maintained on barley cv Siri
under the same conditions.
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Isolation of epidermal tissue for expression analysis was
performed by scribing adaxial sides of leaf tips with a
scalpel without harming the abaxial epidermis. Leaf tips
were folded back and taken as a handle to peel off epider-
mal strips that were cut off the leaf tips and frozen in liquid
nitrogen immediately.

Isolation of Barley RacB, Cloning, Sequencing, and
Probe Generation

We isolated cDNA fragments by the use of one-step
RT-PCR kits (Invitrogen, Carlsbad, CA or Qiagen, Hilden,
Germany). A complex RNA pool out of barley seedlings
was used as a template. RNA was isolated from cv Pallas at
3,5, and 7 d after germination. In addition, RNA was
isolated from cv Pallas and backcross lines bearing mlo5,
Milg, or Mla12 at 1, 2, and 5 d after inoculation with BghA6
at the 7th d after germination. All isolated RNAs were
diluted to a concentration of 1 pg uL ™' and they were
pooled. Primers were designed using GenBank or ex-
pressed sequence tag database information for specific
barley sequences or rice (Oryza sativa) sequences. To am-
plify a putative barley RacB cDNA, we designed primers
from rice and barley sequences. Primers 5'-GGATC-
CGATGAGCGCGTCCAGGTT-3' (from GenBank acces-
sion no. AF250327) and 5-GTCGACCTTCGCCCTTGT-
TCTTTGTC-3' (from GenBank accession no. BF260616) were
suitable to generate a 642-bp RT-PCR product including
618-bp barley-specific sequence (GenBank accession no.
AJ344223). We isolated cDNAs from gels and cloned them
into pGEM-T-Vektor (Promega, Mannheim, Germany).
cDNAs were sequenced from plasmids by use of the
Thermo Sequenase Fluorescent Labeled Primer Cycle Se-
quencing kit (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)
and were analyzed for similarities in the GenBank database
using the BLAST algorithm (Altschul et al., 1997). Because
the 5 end of the isolated complete RacB open reading
frame contained primer-derived sequences, we carried out
RACE. First-strand cDNA synthesis and RACE were car-
ried out as suggested by the manufacturer (GeneRacer;
Invitrogen, Karlsruhe, Germany). First strand cDNA syn-
thesis started from mRNA that was isolated from total
RNA using the Dynabeads mRNA Purification kit (Dynal,
Hamburg, Germany) according to the manufacturer’s in-
structions. Hot-start touch-down RACE-PCR included the
GeneRacer 5'primer and the RacB-specific primer 5'-GGA-
TCCGATGAGCGCGTCCAGGTT-3'. Touch-down PCR was
carried out with initial denaturation (5 min at 94°C), five
cycles at a 70°C annealing temperature, five cycles at
68°C, and 28 cycles at 66°C. Each annealing was followed
by a 1-min primer extension at 72°C and a 30-s denatur-
ation at 94°C. The final extension time at 72°C was 10 min.
The resulting RACE product of approximately 400 bp
was reamplified with the gene-specific primer and the
5'GeneRacer nested primer, and was then isolated,
cloned, and sequenced as already described.

For probe generation, plasmids were amplified in Esch-
erichia coli, isolated, and used for in vitro transcription
using T7 or SP6 RNA polymerases and digoxygenin- or
fluorescein-labeled nucleotides (DIG-Luminescence Detec-

1452

tion kit; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany).

RNA Extraction and RT-PCR

Total RNA was extracted from eight to 10 primary leaf
segments (5 cm long) or from 20 epidermal strips (men-
tioned before) using RNA extraction buffer (Applied Gene-
technology Systems, Heidelberg) according to the manu-
facturer’s instructions. RNA contents of the extracts were
measured by UV photometry and were adjusted after
checking in ethidium bromide-stained gels taking rRNA
bands as a measure.

The OneStep RT-PCR kit (Qiagen) was used for semi-
quantitative RT-PCR following the manufacturer’s instruc-
tions. To estimate template amounts, the RT-PCR reaction
was stopped during the exponential phase of amplification,
maintaining initial differences in target transcript amounts.
PCR products were separated in agarose gels, denatured,
blotted on nylon membranes, and detected with specific
nonradioactively labeled RNA probes according to the DIG
System user’s guide (Roche Molecular Biochemicals). Prior
to immunodetection of DNA-RNA hybrids, blots were
washed stringently two times for 20 min in 0.1% (w/v) SDS
and 0.1X SSC (15 mm sodium chloride and 1.5 mm sodium
citrate, pH 7.0) at 68°C.

The primers were: 5'-GTTCATCAAGTGCGTCACC-
GTG-3' (5’ primer) and 5'-TTAGCTTCCTCAGTTCTTC-
CCTG-3' (3’ primer) for a 387-bp RacB cDNA fragment;
5'-CGCGCCGCAGCCGAGTACGAC-3' (5" primer) and 5'-
GTCACAAAAACA-CATGTAACC-3' (3’ primer) for a
674-bp barley BAS cDNA fragment (GenBank accession no.
734917); 5'-GGC-CGACATGCATTCACCAG-3' (5’ primer)
and 5'-CATCT-GATATTGCTGGGTCTG-3' (3 ' primer) for
a 506-bp OXLP cDNA fragment (GenBank accession no.
X93171); and 5'-CCAAGATGCAGATCTTCGTGA-3" (5
primer) and 5'-TTCGCGATAGGTAAAAGAGCA-3" (3’
primer) for a 513-bp Ubi cDNA fragment (GenBank acces-
sion no. M60175).

Construction of pGFP:RACB

For expression of a GFP:RACB fusion protein, cDNAs of
GFP (GFPemd-b in pGFP; Schweizer et al., 1999) and RacB
were amplified from plasmids by PCR using primers with
attached restriction sites. PCR products were cloned into
pGEM-T, amplified in E. coli, digested using primer-
specific restriction enzymes, isolated from gels, and cloned
one after another in pGY1 (Schweizer et al., 1999). Primers
were designed in a way that allowed cloning of GFP up-
stream of the RacB 5’ end under elimination of the GFP stop
codon. The primers used were 5'-GGATCCATGGTGAG-
CAAGGGCGAG-3' and 5'-GGATCCTTGTACAGCTCGT-
CCAT-3' for GFP and the RacB primers already mentioned.
Orientation of the inserts was checked by PCR.

Transient Transformation, RNAi, and Evaluation of
Fungal Development

A transient transformation protocol originally devel-
oped for wheat (Triticum aestivum) to assess gene function
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in the interaction with powdery mildew was used to in-
duce RNA:i via biolistic delivery of dsRNA into epidermal
cells of barley leaf segments as described by Schweizer et
al. (1999) and Schweizer et al. (2000; compare also Nielsen
et al., 1999). For the transient transformation assay, plants
were grown in a growth chamber at 24°C (20°C in the dark)
with 60% relative humidity and a photoperiod of 16 h (240
pmol m~2 s~ ! photon flux density). In principle, 312 pg of
1.1-um tungsten particles was coated with dsRNA (2 ug)
together with pGFP (1 pg; GFP under control of cauli-
flower mosaic virus 35S promoter) as a transformation
marker for each shot. dsRacB RNA was obtained by an-
nealing of sense and antisense RNA synthesized in vitro
(Schweizer et al., 2000). Leaf segments were bombarded
with coated particles 4 h before inoculation with Bgh, race
A6. Inoculation with 100 conidia mm ~* led to an attack rate
of approximately 50% on transformed cells. Interaction
outcome was judged subsequently by fluorescence and
light microscopy. For each individual experiment, at least
100 interaction sites were evaluated. Transformed GFP-
expressing cells were identified under blue light excitation.
Three different categories of transformed cells were distin-
guished: (a) penetrated cells, which contained an easily
visible haustorium; (b) cells that were attacked by a fungal
appressorium but did not contain a haustorium; (c) and cells
that did not contain a haustorium and were not attacked by
Bgh. Cells that contained more than one haustorium were
scored as one penetrated cell independent of the number of
fungal penetration attempts. Cells with multiple attacks
from Bgh without a haustorium were scored as one nonpen-
etrated cell. Stomata cells and stomata guard cells were
excluded from the evaluation. Surface structures of Bgh were
detected by light microscopy or by fluorescence staining of
the fungus with 0.1% calcofluor (w/v in water) for 30 s.

Deviation of PE referring to average control PE was used
as a measure for susceptibility of cells that were bombarded
with RacB-dsRNA compared with those bombarded with
control TR-dsRNA (human thyroid receptor-dsRNA; Fig. 3).
In five independent experiments, TR-dsRNA did not change
the PE of Bgh compared with water. Deviation of PE was
calculated for each experiment as the number of penetrated
cells divided by the total number of attacked cells (PE)
minus average PE in the controls divided by average PE of
the controls multiplied by 100.

Deviation of PE referring to individual control PE was
used to compare the impact of RNAi in different genotypes
(Fig. 4). Therefore, PE in each experiment with RacB-
dsRNA was divided by PE of individual controls, normal-
ized by subtraction of one and multiplication by 100.

Upon request, all novel materials described in this pub-
lication will be made available in a timely manner for
noncommercial research purposes, subject to the requisite
permission from any third-party owner of all or parts of the
material. Obtaining any permission will be the responsibil-
ity of the requestor. No restrictions or conditions will be
placed on the use of any novel materials described in this
paper that would limit their use in noncommercial research
purposes.
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Summary

Small monomeric G-proteins of the plant ras (rat sarcome oncogene product) related C3 botulinum toxin
substrate (RAC)/Rho of plants (ROP) family are molecular switches in signal transduction of many cellular
processes. RAC/ROPs regulate hormone effects, subcellular gradients of Ca?*, the organisation of the actin
cytoskeleton and the production of reactive oxygen intermediates. Therefore, we followed a genetic
bottom-up strategy to study the role of these proteins during the interaction of barley (Hordeum vulgare
L.) with the fungal biotrophic pathogen Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh). We identified six barley RAC/
ROP proteins and studied their gene expression. Five out of six Rac/Rop genes were expressed constitu-
tively in the leaf epidermis, which is the site of interaction with Bgh. None of the genes showed enhance-
ment of mRNA abundance after inoculation with Bgh. After microprojectile mediated transformation of
single barley epidermal cells with constitutively activated mutant RAC/ROP proteins, we found an RAC/
ROP-specific enhancement of pathogen accessibility, tagging HYRACB, HYRAC3 and HvROP6 as host pro-
teins potentially involved in the establishment of susceptibility to Bgh. Confocal laser scanning microscopy
(CLSM) of green fluorescent protein (GFP):HvRAC/ROP-transformed cells revealed varying strengths of
plasma membrane association of barley RAC/ROPs. The C-terminal CAAX motif for presumable prenylation
or the C-terminal hypervariable region (HVR), respectively, were required for membrane association of the
RAC/ROPs. Proper intracellular localisation was essential for HvRACB and HVRAC3 function. Together, our
data support the view that different paths of host signal transduction via RAC/ROP G-proteins are involved

in processes supporting parasitic entry into epidermal host cells.

Keywords: MLO, penetration resistance, powdery mildew, small RAC/ROP G-protein, susceptibility.

Introduction

In mammals, the Rho family of small monomeric GTPases
contains RAC, cell division cycle protein 42 (CDC42) and ras
homologue (RHO) proteins. In plants, however, only one
subgroup, slightly more similar to the Rac than to the Rho
family subgroup, exists and was designated Rac or Rho of
plants (Rop; Hall, 1998; Valster et al., 2000; Winge et al.,
1997; Zheng and Yang, 2000). All members of the Rho-
family, including the plant-specific Rac/Rop subfamily
share a similar five-loop domain architecture. These
domains are responsible for binding of guanine nucleo-
tides (GTP or GDP), hydrolysation of GTP to GDP (GTPase
activity), binding of regulatory proteins, binding of down-
stream targets and subcellular localisation (Paduch et al.,
2001). The most variable part of the RAC/ROP proteins is the
C-terminal hypervariable region (HVR), which regulates
intracellular targeting and localisation. Small GTPases such

© 2003 Blackwell Publishing Ltd

as the RAC/ROPs are signal transduction proteins acting as
molecular switches in a multitude of cellular processes. In
response to extracellular signals, regulatory proteins (in
mammals: guanine nucleotide exchange factors) support
binding of GTP by the RAC/ROP protein, activating the
G-protein, which then binds and activates downstream
effectors. By hydrolysing GTP to GDP and Pi conforma-
tional changes are reverted and the protein becomes inac-
tive again. The activity status of plant RAC/ROP proteins
is adjusted most likely by receptor-like kinases, GTPase
activating proteins and guanine nucleotide dissociation
inhibitors (Baxter-Burrell et al., 2002; Vernoud et al.,
2003). RAC/ROPs associate with the plasma membrane
(PM) mediated by either prenylation or palmitoylation of
cysteine residues in the C-terminal HVR (lvanchenko et al.,
2000; Lavy et al., 2002).
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RAC/ROPs are involved in actin cytoskeleton remodel-
ling, secondary wall formation, establishing of intracellular
Ca*" gradients, regulation of polar cell growth, production
of reactive oxygen intermediates (ROls) and the modulation
of hormone signalling and gene expression (Valster et al.,
2000; Yang, 2002). All of these processes are expected to be
linked to signal transduction and physiological changes
during plant-microbe interactions. Cell polarity is of special
importance during early interaction of plant cells and fungal
or oomycete pathogens (reviewed by Schmelzer, 2002). As
many parasitic fungi invade cells by highly localised secre-
tion of cell-wall-degrading enzymes along with osmotic
pressure, forcing fungal infection structures into host cells,
the attacked host needs to focus its defence to the site
of attempted penetration. Thereby, the plant cytoskeleton
is rearranged to direct actin filaments and microtubules
to the site of attack. This leads further cytoplasma aggrega-
tion and migration of the nucleus. These types of subcellular
processes are assumed to be important for early defence and
penetration resistance (Kobayashi et al., 1997; Schmelzer,
2002). Inhibition of cytoskeleton rearrangement leads to
facilitated parasitic access to plant cells. Despite this, inva-
gination of the plant PM by biotrophic fungi and establish-
ment of compatibility require membrane traffic and
reorganisation of host cell architecture, processes that also
dependent on rearrangement of the cytoskeleton. The func-
tion of RAC/ROPs has been linked to rearrangement of both
the cytoskeleton and subcellular Ca?* gradients during polar
pollen tube and root hair growth (e.g. Camacho and Malho,
2003; Gu et al., 2003; Jones et al., 2002; Molendijk et al.,
2001). Intracellular Ca®*, like the cytoskeleton, plays roles
in both cellular accessibility and defence to fungal patho-
gens (Blume et al., 2000; Kim et al, 2002; Xu and Heath,
1998). In barley, the defence and cell death regulator mem-
brane protein MLO interacts Ca?"-dependently with calmo-
dulin to completely fulfil its role in barley susceptibility to
Bgh (Kim et al., 2002).

Another role for RAC/ROP proteins is the regulation of
ROI production. In mammals, RAC proteins are required for
assembly of the NADPH oxidase complex that generates
superoxide radical anions (O,7) as signal or antimicrobial
agent (Bokoch and Diebold, 2002). The role of RAC in
NADPH oxidase assembly is the interaction with cytoplas-
mic subunits and/or direct interaction with the membrane
protein GP91PHOX supporting electron flow (Bokoch and
Diebold, 2002). Although the cytoplasmic subunits
P47PHOX and P67PHOX do not exist in plants, constitu-
tively activated (CA) maize RAC/ROP mutant proteins are
able to induce ROI production in mammalian cell cultures
(Hassanain et al., 2000) and human CA RAC1 enhances ROI
production in soybean cell suspensions in response to
defence elicitors (Park et al., 2000). Moreover, the involve-
ment of RAC/ROP proteins in ROl production in plants is
also given by the fact that overexpression of CA OsRAC1

leads to an enhanced hydrogen peroxide generation
(Kawasaki et al., 1999), hypersensitive cell death in res-
ponse to virulent races of Magnaporthe grisea and
enhanced resistance in rice (Ono et al., 2001).

All these indications argue for an important participation
of RAC/ROP proteins in regulation of plants defence against
various pathogens. Indeed, importance of RAC/ROPs in
defence mechanisms could be shown in at least three
pathosystems. First, in the rice-rice blast fungus system
(Ono et al.,, 2001); second, in the rice-rice bacterial leaf
blight system (Ono et al., 2001); and third, in the inter-
action of barley with the barley powdery mildew fungus
(Schultheiss et al., 2002).

The barley powdery mildew fungus Bgh is an obligate
biotrophic pathogen that attacks epidermal cells of barley
(Hordeum vulgare L.). The crucial step of fungal invasion is
the penetration of the cell wall followed by the establish-
ment of a haustorium that does not destroy PM integrity.
During penetration, superoxide radical anions (O,") are
produced around the site of successful penetration and
haustorium establishment (Hiickelhoven and Kogel, 1998).

Resistance to the powdery mildew fungus is mediated by
major genes such as the powdery mildew resistance genes
ay, Mla,, or by loss of powdery mildew resistance gene o
(MLO)-function in Mlo-mutant genotypes (e.g. mlo5-barley,
Jorgensen, 1994). The latter is expressed exclusively via
penetration resistance, which is accompanied by accumu-
lation of hydrogen peroxide but not by detectable O,
generation (Hiickelhoven and Kogel, 2003; Schulze-Lefert
and Vogel, 2000). The wild-type MLO protein is a seven-
transmembrane-protein reminiscent of G-protein-coupled
receptors in animals and fungi (Devoto et al., 1999). It could
be excluded that MLO signalling in susceptibility to Bgh
depends on heterotrimeric G-proteins (Kim et al., 2002).
However, HYRACB, a small monomeric G-protein of the
RAC/ROP family, may be linked to the MLO-signalling path-
way because the transient knock down by HvRacB-dsRNA
interference strongly enhanced penetration resistance to
Bgh in susceptible barley but not in lines bearing the
required for mlo-specified resistance (ror) 7-2 mutant allele
(Schultheiss et al., 2002), which was discovered as a sup-
pressor allele of mlo-mediated penetration resistance (Freial-
denhoven et al., 1996). This puts HYRACB as an upstream
antagonist of the hypothetical ROR1 protein that was not yet
identified. Interestingly, recent studies revealed that over-
expression of barley BAX (BCL-2 associated X protein; BCL-2:
B-cell lymphoma protein-2) Inhibitor 1, a putative cell death
inhibitor without sequence similarity to MLO, is able to
suppress mlo penetration resistance (Huckelhoven et al.,
2003). This underscores a possible link of penetration resis-
tance, RAC/ROPs and cell death regulation.

In this study, we report about the identification of six
barley RAC/ROP proteins and show RAC/ROP-specific sup-
port of barley susceptibility to the barley powdery mildew
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fungus. To further examine the role of the RAC/ROP pro-
teins in plant defence, we determined their subcellular
localisation and show a link of RAC/ROP function and
proper localisation at the PM.

Results

Isolation of barley Rac/Rop family cDNAs

In a previous study, we showed that the knock down of the
barley RAC/ROP family protein HYRACB by dsRNA inter-
ference led to enhanced resistance of barley to Bgh. To start
a detailed examination of the RAC/ROP family proteins, we
accomplished an expressed sequence tag (EST) database
search starting with the sequence information of HvRacB
(Hickelhoven et al., 2001), and identified several ESTs that
could be assembled to tentative mRNA sequences in silico.
By using RT-PCR and rapid amplification of cDNA ends
(RACE), we isolated the cDNAs of six different RAC/ROP
homologous proteins (see Experimental procedures).
Open-reading frames showed high aa sequence similarities
between different barley RAC/ROPs of up to 90%. As a result
of the lack of a common nomenclature for monocot RAC/
ROPs, we named the six barley RAC/ROP proteins HYRAC1,
HvRAC3, HVRACB, HVRACD, HYROP4 and HvROP6 accord-
ing to the closest related homologue regardless of the
species this protein originates from.

All barley-deduced RAC/ROPs amino acid sequences
typically contain five domains for the presumed protein
function (Figure 1). The GDP/GTP-binding domains and the
GTPase domains are highly conserved among all six homo-
logues. We could not observe any amino acid exchange
within the core of these domains. Another completely
conserved amino acid stretch belongs to the so-called
effector-loop thought to be crucial for interactions with
regulatory proteins (Valster et al., 2000). Two domains do
not show high similarities between all barley RAC/ROP
family members. The first one is the special effector-loop
(or insert-region) that is probably responsible for down-
stream signalling. The second one is the C-terminal HVR
that contains signals targeting the RAC/ROP protein to
specific membranes. HYRACB and HVRACD contain typical
prenylation signals (CAAX-boxes, for cysteine-aliphatic aa-
aliphatic aa-X) at their C-terminus, whereas the HVRs of all
other RAC/ROPs contain additional cysteine residues that
might be palmitoylated (lvanchenko et al., 2000; Lavy et al.,
2002). The length of the C-terminal region also distin-
guishes the two type | RAC/ROPs, HYRACB and HvRACD,
from the four type Il RAC/ROPs, HYRAC1, HYRAC3, HYROP4
and HvROP6 (Figure 1).

An aa sequence comparison of the six barley RAC/ROPs
with other cereal and Arabidopsis RAC/ROP proteins was
used for a bootstrap analysis to construct an unrooted

ROP signalling in barley disease susceptibility 3

HwRACI
HwROP4
HYROPS
REVRAC1
HvRACE
HvRACD

HVR

Figure 1. Amino acid alignment of barley RAC/ROP proteins.

Identical amino acids are boxed black, the potentially palmitoylated or
prenylated C-terminal cysteines are shaded. Bars indicate conserved
regions of RAC/ROP family proteins. The functional domains are: G, GTPase
domain; E, effector loop; GB, GDP/GTP-binding domain; SE, special effector
loop (insert region); and HVR, C-terminal hypervariable region. The glycine
and threonine residues printed in bold (GTPase domain) were mutated to
generate constitutively active or dominant negative mutants of the RAC/ROP
proteins, respectively.

phylogenetic tree using the CLUSTALW program 1.83
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw, Figure 2). Although there
is a relatively high similarity between the barley RAC/
ROP proteins, the phylogenetic analysis divide them into

AtROP8

OsROP5 AtROP7

AtROP2
AtROP4

ZmRACC

AtROP11
AtROP10

ZmROPS8

o ZmRACA
%po %0, %

(7,
,o;?O,o;PO,og

Figure 2. Unrooted phylogenetic tree of RAC/ROP proteins from barley,
rice, maize and Arabidopsis.

The tree was constructed after bootstrap analysis using CLUSTALW 1.83
(CLUSTALW: http://www.ebi.ac.uk/clustalw). The sequence of the rice,
maize and Arabidopsis RAC/ROP proteins were taken from GenBank. Abbre-
viations: At, Arabidopsis thaliana; Hv, Hordeum vulgare; Os, Oryza sativa;
and Zm, Zea maize. AtROPs are named according to Yang (2002).
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at least four subgroups, together with Arabidopsis, rice and
maize RAC/ROPs. The type | RAC/ROPs, HVRACB and
HVRACD of barley, rice and maize form a closely related
subgroup together with six Arabidopsis ROPs. Figure 2 also
demonstrates that the common ROP nomenclature sug-
gested for Arabidopsis (Yang, 2002) is not applicable to
cereal RAC/ROPs. Other cereal subgroups of RAC/ROPs
contained: (i) RAC3, ROP8, RACA and ROP4; (ii) ROPS,
ROP7 and RAC2; and (iii) RAC1 and RACC (Figure 2).

mRNA expression analysis of barley RAC/ROP proteins

We analysed the tissue-specific MRNA expression of barley
RAC/ROP proteins during the interaction with Bgh by using
RT-PCR. Total RNA was extracted from adaxial epidermal
strips of first leaves from susceptible cv. Ingrid and the fully
resistant backcross line Ingrid-ml/o5 by 24 h after inocula-
tion (hai) with Bgh. All of the barley Rac/Rops were
expressed in the mesophyll tissue (Figure 3). Five out of
the six Rac/Rops were also expressed in the epidermal layer
when compared to epidermis or mesophyll-expressed con-
trols oxalate oxidase-like protein (OXLP) or ribulose bispho-
sphate carboxylase (Rubisco), respectively. HvRac1 and
HvRac3 showed no tissue-specific expression and were
detectable in mesophyll and epidermis to equal amounts.
HvRop6, HvRacD and HvRacB signals appeared to be stron-
ger with RNA from the epidermal cell layers when com-

mesophyll epidermis

Actin

l
!
'

Rubisco

OXLP

HvRacB
HvRacD
HvRac1

HvRac3
HvRop4
HvRop6

122

o
[N

Figure 3. Expression profile of barley Rac/Rops during interaction with
B. graminis f.sp. hordei.

Expression of the barley Rac/Rop genes in leaf epidermal and mesophyll
tissue. Reverse transcriptase (RT)-PCR with RNA from cv. Ingrid (I) and
Ingrid-mlo5 (122) at 24 hai with BghAB. For extraction of RNA, abaxial
epidermal strips were separated from the mesophyll and adaxial epidermis
(considered as mesophyll). Actin was selected as a marker for tissue
unspecific gene expression. Rubisco was selected as positive control for
gene expression in the mesophyll. OXLP (Wei et al., 1998) was selected as
positive control for gene expression in the epidermal cell layer. The expres-
sion of HvRop4 was very weak so that we could detect a signal only after
blotting of the RT-PCR product (inverted X-ray film shown).

pared to the remaining leaf. HvRop4 transcripts were
detected only in the mesophyll and only after blotting of
the RT-PCR products (Figure 3).

To assess the influence of a fungal attack on the Rac/Rop
mRNA levels, we isolated RNA from barley first leaves at 8,
14 and 24 hai and carried out RT-PCRs. Transcript levels of
all epidermis-expressed Rac/Rops were either not upregu-
lated remarkably or were slightly downregulated during
Bgh attack (data not shown).

Functional analysis of RAC/ROP proteins

To further examine the role of barley RAC/ROP proteins in
the interaction with Bgh, we conducted transient knock
down and overexpression assays. We bombarded suscep-
tible barley with tungsten particles coated with a marker
gene construct and an expression vector carrying the test
gene under control of the cauliflower mosaic virus 35S
(CaMV35S) promoter . After 24 h, we inoculated the leaves
with Bgh and evaluated the outcome of the interaction 40
hai by bright field and fluorescence microscopy. Penetra-
tion efficiency in controls, transformed only with GFP and
the empty vector, amounted to 33% on average of all
experiments. Transformation with an HvRacB-hairpin con-
struct CaMV35S::HvRacB(antisense)-Intron-HvRacB(sense),
which leads to expression of a dsRNA-hairpin provoking
sequence-specific gene silencing of HvRacB, reduced the
penetration efficiency (PE) of Bgh into epidermal cells by
21% compared to the control (Figure 4). This result
corroborates earlier knock down experiments in which
dsRNA-HvRacB produced in vitro, instead of the dsRNA-
hairpin vector, was directly delivered into the host cells
(Schultheiss et al., 2002). However, the effect of the dsRNA-
hairpin construct after 24 h of RNAi was somewhat weaker
than the effect obtained by direct delivery of dsRNA and 4 h
of silencing before inoculation.

To confirm the role of RAC/ROP proteins in powdery
mildew resistance, CA mutants were generated by site-
directed mutagenesis of the GTPase domain. The exchange
of the GTPase intrinsic aa glycine to valine leads to the loss
of the GTPase function, which should result in a CA, GTP-
bound RAC/ROP protein (e.g. Kawasaki et al., 1999; see
Figure 1, bold G in GTPase domain). Overexpression of
the CA mutant of HvVRACB (HvVRACB-V15) consistently
resulted in increased susceptibility of wild-type barley. In
six independent experiments, we observed a significant
average increase of fungal PE by 45% (Figure 4). In contrast,
overexpression of wild-type HYRACB or a dominant nega-
tive HYRACB-N20 mutant did not yield significant effects on
susceptibility (Figure 4).

As HvRacB-dsRNA interference was inefficient in barley
genotypes bearing the ror1-2 mutant allele (Schultheiss
et al., 2002), we tested the effect of CA HVRACB-V15 in
moderately susceptible mlo5 ror1-2and completely resistant
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Figure 4. Impact of HYRACB protein overexpression and RNA interference
on PE of Bgh.

Columns indicate the influence of overexpressed HvRacB constructs on the
relative PE of Bgh in barley epidermal cells (susceptible cv. Ingrid, genotype
Mlo Ror1). Error bars show standard errors. Columns represent the average
deviation of PE from controls. Results were confirmed in at least five
independent experiments. Negative and positive values of relative PE
indicate reduced and enhanced PE compared to the controls (set as 0).
Controls were transformed with the marker gene and the empty overexpres-
sion vector. Transformation of barley cells with RNAi inducing HvRacB-
hairpin construct (HvRacB(as)-intron-HvRacB(s)) significantly reduced the
PE of Bghinto barley cells (Students’ t-test, P = 0.028), whereas overexpres-
sion of CA HvRACB-V15 enhanced the PE (P < 0.001). Overexpression of
wild-type (wt) HYRACB or the dominant negative HYRACB-N20 did not
change the PE compared to the control (P = 0.607 or P = 0.862, respec-
tively). Absolute PE on controls was 33.2% in average.

mlo5 Ror1 mutant genotypes. In both genotypes, overex-
pression of CA HYRACB-V15 did not enhance susceptibility,
contrasting the clear effect in wild-type barley (Table 1).
The second barley type | RAC/ROP protein HVRACD,
which is 90% identical to HVYRACB, did not exhibit any
significant effect on barley accessibility to Bgh, when over-
expressed in its CA form (Figure 5). This underscores RAC/
ROP-specificity of the CA HYRACB overexpression effect.
Overexpression experiments of type || RAC/ROP are sum-
marised in Figure 5. The constitutive active forms of type Il
RAC/ROPs HvRAC3-V17, HvROP4-V17 and HvROP6-V15
enhanced significantly the accessibility of epidermal cells
to Bghin each at least five independent experiments. Over-
expression of HYRAC3-V17 enhanced PE by 38%, overex-
pression of HYROP4-V17 that is closely related to HYRAC3
(86% aa identity) enhanced PE by 40% and overexpression

Table 1 The overexpression effect of CA HYRACB-V15 on PE of
B. graminis f.sp. hordei is influenced by the host genotype

Genotype n® Interaction sites  Relative PE®  P-value®
Mlo Ror1 6 804 +45% 0.0007
mlo5 Rorl 2 194 +0% 0.5
mlo5 ror1-2 4 444 -13% 0.3

anumber of independent experiments.

baverage PE [%] compared to controls expressing GFP and empty
vector (set as 0%).

°P-value, t-test.

dPE was zero in this resistant genotype both in control and CA
HvRACB-V15 overexpression.
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Figure 5. Impact of overexpression of five different CA RAC/ROP proteins
on PE of Bgh.

Columns indicate the influence of overexpressed RAC/ROP proteins on the
relative PE of Bgh in barley epidermal cells (cv. Ingrid). Error bars show SEs.
Columns represent the average deviation of PE from controls. Significant
results were confirmed in at least five independent experiments. Overexpres-
sion of the constitutive active forms of HYRAC3, HYROP4 and HvROP®6 led to
an enhanced PE of Bgh into barley epidermal cells (P < 0.002, P = 0.009 or
P = 0.011, respectively), whereas the overexpression of CA HYRACD-V15 and
CAHvRAC1-V23 did not change the PE of Bgh compared to control (P = 0.560
or P = 0.878, respectively). Absolute PE in controls was 31.2% on average.

of HYROP6-V15 conferred a 26% higher PE of Bgh. In con-
trast, overexpression of the constitutively active HYRAC1-
V23 had no influence on PE (Figure 5). None of the type Il
RAC/ROPs altered the number of living GFP-expressing
cells (Bgh-attacked or non-attacked), which makes it unli-
kely that they are involved in Bgh-induced cell death reac-
tion (data not shown).

Role of the C-terminal localisation motifs

To identify the subcellular site of CA RAC/ROP activity, we
performed intracellular localisation of N-terminal GFP-
fusion proteins of CA HYRAC/ROPs. The fusion proteins
were expressed in epidermal cells after biolistic transfor-
mation of leaf segments. The co-transformation with the
red fluorescent protein DsRed under control of CaMV35S
served as control for a protein that freely moves in the
cytoplasm and into the nucleus (pe35AscloptRed, DsRed-
C1; Dietrich and Maiss, 2002). We observed the localisation
of DsRed and GFP fusion proteins 48-96 h after transforma-
tion by confocal laser scanning microscopy (CLSM).

Expression of the GFP protein alone resulted in evenly
green fluorescence of the entire cytoplasm and nucleo-
plasm (Figure 6a). By comparing the GFP localisation with
the distribution of DsRed in short epidermal cells, we found
a nearly identical localisation of both fluorescent proteins.
Similar localisation is visible in overlay pictures (Figure 6a
merge) where pixels reflecting co-localised GFP and DsRed
appear yellow.

Subcellular localisation of the type | RAC/ROP GFP:HVRACB-
V15 is shown in Figure 6(b). Localisation of HYRACB-V15 was
complex. We always observed GFP:HvVRACB-V15 fluores-
cence at the PM. However, evaluation of the subcellular
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Figure 6. The C-terminal localisation motifs of HYRACB and HvRAC3 are essential for both protein localisation and function in susceptibility.

(a) Barley epidermal cells of leaf segments were transiently transformed with GFP:RAC/ROP (green) and DsRed (red). DsRed was co-transformed as nuclear and
cytoplasmic localised control. Overlays of the GFP and the DsRed channels led to yellow colour if GFP and DsRed were co-localised in one pixel. Pictures
represent whole cell projection of 20-30 optical cuts of 3 um increments. Fluorescence patterns of GFP and DsRed after transformation of barley epidermal cells
are similar. Both proteins are localised in the cytoplasm and the nucleus.

(b) Barley epidermal cells expressing DsRed and CA GFP:RAC/ROPs. Barley epidermal cells were transformed with GFP-RAC/ROP constructs (green) and DsRed
(red). GFP:RACB-V15 and GFP:RAC3-V17 are located at the PM. The GFP-fusion mutants lacking the C-terminal localisation motifs, GFP-RACB-V15ACSIL and
GFP-RAC3-V17Aloc, were only visible in the cytoplasm and within the nucleus.

(c) Impact of overexpression of HYRACB-V15ACSIL and HYRAC3-V17Aloc, lacking the C-terminal localisation motifs, on fungal PE. Each column represents the
average of deviation of PE from control. Error bars show SEs. Overexpression of HYRACB-V15 and HYRAC3-V17 led to an enhancement of PE of Bgh by 45%
(P < 0.001) and 38% (P < 0.002), respectively (see Figures 4 and 5). The overexpression of the respective mutants HYRACB-V15ACSIL and HvRAC3-V17Aloc
lacking the C-terminal localisation motifs did not change the PE compared to control (P = 0.093 or P = 0.919, respectively).

localisation during the first 48 h after transformation and cytoplasm decomposed, but was still detectable
also revealed an equally strong distribution of the suggesting that the level of GFP:HVRACB-V15 expression
GFP:HvVRACB-V15 fusion protein throughout cytoplasm might be responsible for specificity of the targeting
and nucleus (not shown). Surprisingly, evaluation at process. Also, for strong GFP:HVRACB-V15 expressing
later time points after transformation, e.g. 72 h, revealed cells, we could not rule out that HYRACB-V15 was partly
contrasting subcellular patterns of GFP:HVRACB-V15 dis- attached to endomembranes, e.g. the endoplasmatic reti-
tribution. In approximately 50% of the cells, cytoplasmic culum and the tonoplast (not shown). However, when we
and nuclear green fluorescence completely disappeared, introduced a stop codon in front of the terminal CAAX
while the accumulation of the fusion protein at the PM motif of RACB (aa sequence: CSIL; Figure 1), the mutant
was stable. The merge of confocal GFP- and DsRed- GFP:HVRACB-V15ACSIL accumulated within the cyto-
channel whole-cell projections of 20-30 optical cuts of plasm and the nucleus and its localisation could never
3 um increments delivered epidermal cells with a green be distinguished from that of DsRed (Figure 6b). As we
periphery and a red inside suggesting PM localisation of never observed any GFP:HvVRACB-V15ACSIL-derived
GFP:HVRACB-V15 (Figure 6b). In the remaining cells, fluorescence at the PM, we concluded that the C-terminal
strong GFP:HVRACB-V15 derived fluorescence in nucleus CSIL prenylation motif is required for PM-localisation of
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HvRACB-V15. Expression of an N-terminal GFP-fusion of the
second type | RAC/ROP, RACD-V15, resulted in distribution
of green fluorescence mainly at the PM and in the nucleus
whereas the cytoplasm was hardly labelled (data not
shown). Expression of DsRed together with GFP:HVRAC3-
V17 led to the normal cytoplasmic and nuclear distribution of
the red fluorescence. In contrast, the GFP-derived fluores-
cence was only visible in the cell periphery at the PM
(Figure 6b). The nucleus, which shined bright in the red
channel, was hardly or not detectable in the GFP channel.
The same was true for all other CA type Il GFP:RAC/ROPs.
Only GFP:ROP4-V17 was found to some extent in the nucleus
but notin the cytoplasm (not shown). Together, barley type Il
RAC/ROPs were more strictly associated with the PM than
were type | RAC/ROPs. None of the type Il RAC/ROPs
described here possess a typical CAAX motif. Instead, the
HVR of these proteins contains cysteine residues that might
be palmitoylated. Mutants lacking the putative localisation
domainwere constructed and expressed in barley epidermal
cells. We constructed a GFP:HVRAC3-V17 mutant, which
possessed a stop codon in front of the cysteine residue
in aa position 198 (GFP:HVRAC3-V17Aloc). This results in an
open-reading frame lacking both cysteine residues possibly
responsible for PM localisation of the full-length HYRAC3.
Localisation of the truncated GFP:HvRAC3-V17Aloc within
epidermal cells differed clearly from that of the full-length
GFP:HVRAC3-V17 (Figure 6b). The green fluorescence was
dispersed throughout the cell instead of being restricted to
the cell periphery. Nevertheless, there was a difference
between the distribution of the fusion and the DsRed
because GFP:HVRAC3-V17Aloc was most strongly detected
in the nucleus.

To study whether the membrane attachment is important
for signalling in the barley-powdery mildew fungus inter-
action, we performed overexpression analysis using the
truncated HVRACB-V15ACSIL and HvRAC3-V17Aloc con-
structs. As already shown, overexpression of both full-
length CA HVRACB and full-length CA HVRAC3 conferred
enhanced susceptibility to barley epidermal cells (see
Figures 4 and 5). In contrast, overexpression of the de-
localised mutants HYRACB-V15ACSIL and HYRAC3-V17Aloc
did not significantly change the basal resistance status of
barley (Figure 6¢). We rather observed a tendency for a
resistance-inducing effect of HYRACB-V15ACSIL (Figure 6¢),
demonstrating that the C-terminal cysteine residues of
HvRACB and HvVRAC3 are required for both the specific
localisation at the PM and the accurate function in barley
powdery mildew fungus interaction.

Discussion

Small GTPases of the RAC/ROP family play important roles
in cell growth and cell morphogenesis, and are involved in
host-pathogen interactions (Gu et al., 2003; Mathur and
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Hulskamp, 2002; Paduch et al., 2001; Valster et al., 2000;
Yang, 2002; Zheng and Yang, 2000). We identified six, for
the most part, formerly unknown barley RAC/ROP family
proteins and examined their function and subcellular loca-
lisation in the barley-powdery mildew fungus interaction.
Our data suggest that HYRACB, HVRAC3 and HvROP®6 acti-
vate signalling cascades facilitating invasion of Bgh into
barley epidermal cells and therefore are potential suscept-
ibility factors. These proteins belong to different subgroups
of the plant RAC/ROP family. This suggests that they func-
tion through different mechanisms.

All of the identified barley RAC/ROPs shared typical
domains, such as GDP/GTP-binding and GTPase domains
and the effector loop that is thought to be responsible for
interaction with regulatory enzymes like GTPase-activating
proteins (Moodie et al., 1995). There are only two amino
acid stretches lacking high similarities within the protein
family. The first region is the special effector loop (or insert
region) that is thought to be responsible for downstream
signalling (Valster et al., 2000). This insert region is likely
not the only downstream signalling domain of barley RAC/
ROPs because HYRACB and HVRACD, although functionally
distinct, are identical within this domain. Moreover, Arabi-
dopsis type | RAC/ROP proteins, which have different func-
tions (Bischoff et al., 2000; Cheung et al., 2003), are very
similarin the insert region (Valster et al., 2000; Winge et al.,
1997). The second domain of the RAC/ROP proteins without
high similarities is the HVR at the C-terminus, thought to be
required for subcellular targeting (Bischoff et al., 2000; Lavy
et al., 2002). Within this domain, the basic character of the
polybasic region is conserved but not the amino acids
themselves. Also, the post-translationally lipid-linked
cysteine residues are largely conserved, whereas the sur-
rounding sequences are variable.

By comparing the barley RAC/ROP proteins with those
from Arabidopsis, maize and rice, several distinct sub-
groups can be formed (Figure 2). The construction of a
phylogenetic tree showed that the six barley homologues
can be classified into the subgroups formed together with
rice and maize proteins. As in rice and maize, not more than
each 7 or 8 members of RAC/ROP proteins were identified
so far, we speculate that the barley RAC/ROP family is not
much larger than six members, although Arabidopsis con-
tains 11 homologues (Vernoud et al., 2003). Interestingly,
Arabidopsis RAC/ROPs show partly higher similarities to
cereal RAC/ROPs than they show to each other, likely
indicating functional conservation in all higher plants.

The comparison of the barley RAC/ROPs with known
proteins from other species and the construction of the
phylogenetic tree generated first hints on barley RAC/ROP
functions. Some members of the closely related type |
subgroup (AtROP1-AtROP6, HYRACB, HVRACD) are known
to be regulators of the actin cytoskeleton (Fu et al., 2001; Gu
et al., 2003) that is rearranged during the attack of powdery
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mildew fungi on barley (Kobayashi et al., 1997; K. Opalsky
and R. Hiickelhoven unpublished results).

Transient knock down of HYRACB via dsRNA interference
led to enhanced resistance against the powdery mildew
fungus. This effect was only detectable in wild-type barley
but not in mutant genotypes mlo5 ror1 and Mlo ror1
(Schultheiss et al., 2002 and unpublished results; unpub-
lished Mlo ror1 genotype kindly provided by Nicholas
Collins, Sainsbury Laboratory John Innes Centre, Norwich,
UK). This suggests that HYRACB is a susceptibility factor
involved in the ROR1-dependent defence regulation. In the
present study, we confirmed the role of HYRACB as a
potential susceptibility factor in the interaction of barley
with Bgh. However, overexpression of HYRACB-V15 did not
break the strong resistance of mlo5/Ror1 or the moderate
resistance of mlo5/ror1 mutant genotypes (Table 1).
Together, we speculate that HYRACB functions as an
antagonist of functional ROR1.

To demonstrate that RACB can promote susceptibility, it
was necessary to overexpress the CA mutant because wild-
type HVRACB had no effect on the interaction outcome
(Figure 4). This may not surprise as RAC/ROP proteins
are signal transduction proteins that normally need to be
activated by extracellular stimuli. Interestingly, overexpres-
sion of the presumably dominant negative mutant
HvVRACB-N20 did not induce resistance contrasting the
results for HvRacB-dsRNA interference (Figure 4). This
might be explained by the fact that low levels of active
endogenous RACB are sufficient to function in susceptibil-
ity so that competition by the dominant negative mutant is
not strong enough to eliminate RACB function. In contrast,
knock down of RACB might be able to reduce the abun-
dance of RACB proteins sufficiently to interfere with its
function in susceptibility. Alternatively, HYRACB-N20 could
interact with RACB up- and downstream interacting com-
ponents as well as inhibitors such as plant RHO-guanine
nucleotide dissociation inhibitors leading to abolishment of
effects. To further examine HVRACB function, we analysed
the intracellular localisation of the CA HYRACB. HvRACB
posses a polybasic domain followed by a typical C-terminal
CAAX-box motif (CSIL). The final lysine residue is crucial for
recognition by geranylgeranyltransferases instead of far-
nesyltransferases. Hence, the combination of these struc-
tures should result in geranylgeranylation (Caldelari et al.,
2001) and possible attachment to membranes (Thompson
and Okuyama, 2000). Some type | RAC/ROP proteins were
shown to be localised at the PM (Fu et al., 2002; Nakanomyo
et al., 2002), whereas others are distributed all over the cell
(Bischoff et al., 2000). As expected for a CA RAC/ROP pro-
tein, we found GFP:HVRACB-V15 fluorescence not only at
the PM but also a nuclear and cytoplasmic localisation of
the fusion protein, albeit to a lesser extent (not shown).
Bright fluorescing cells, which expressed high amounts of
the fusion protein, showed a more intensive cytoplasmic

and nuclear distribution of the fusion protein. Cells contain-
ing only small amounts of the GFP:HvVRACB-V15 fusion
always concentrated the fluorescence at the PM, especially
when incubated for 3 or 4 days after transient trans-
formation. We speculate that the membrane transport
mechanism of HYRACB is not effective enough to target
large amounts of proteins to the PM. In contrast to
GFP:HvVRACB-V15, the GFP:HVRACB-V15ACSIL fusion pro-
tein accumulated exclusively in the cytoplasm and in the
nucleus (Figure 6b). In addition, overexpression of
HvRACB-V15ACSIL did not result in enhanced susceptibility
of barley to Bgh. We conclude that both the PM localisation
and HVRACB function in host cell accessibility depend on
the C-terminal CAAX-box motif. The induction of plant
susceptibility mediated by CA HVRACB is a specific feature
of this particular type | RAC/ROP protein, which is clearly
demonstrated by the fact that overexpression of CA
HvVRACD-V15 had no effect, although HvVRACD shows
90% aa identity to HYRACB (Figure 1).

It is known that the HYvRACB-homologous type | RAC/ROP
proteins influence the assembly of the cytoskeleton by
various mechanisms. First, human Rho-GTPases re-mod-
ulate the actin cytoskeleton by regulating the activity of
serine/threonine kinases such as p65PAK or p160ROCK
(Hall, 1998). These kinases regulate the activity of actin
modifying enzymes such as actin depolymerisation factors
(ADFs; Maekawa et al., 1999). The same pathway may be
conserved in plants, as NtRAC1, a HYRACB homologous
type | RAC/ROP protein from Nicotiana tabacum, mediates
pollen tube growth by regulating the activity status of ADF1
(Chen et al., 2003). The actin cytoskeleton can also be
modified by RAC/ROP proteins via the phosphoinositol
pathway (Kost et al., 1999). Another RAC/ROP-dependent
mechanism during pollen tube and root hair growth is the
formation of a tip-focused Ca?" accumulation that is
needed for polar growth (Camacho and Malho, 2003; Fu
et al., 2001; Molendijk et al., 2001). Calcium ions are also
able to regulate the activity of the MLO protein via calmo-
dulin (Kim et al., 2002), which links back to susceptibility in
the barley-Bgh interaction. It is likely that HVRACB is
involved in at least some of these processes regulated by
type | RAC/ROPs. The regulation of cell polarity might be of
special interest, because invagination of the host PM during
haustoria establishment within barley epidermal cells may
represent a kind of ‘inverted’ tip growth induced by Bgh
possibly via HYRACB. Alternatively, CA HYRACB such as
other CA type | RAC/ROPs could induce isotropic cell
growth, which antagonizes polar cytoskeleton focusing to
site of attempted penetration crucial for penetration resis-
tance (Kobayashi et al., 1997).

With the exception of HVRAC1, all type II RAC/ROPs
described here influence the barley-Bgh interaction. Over-
expression of barley CA HYRAC3, HYROP4 and HvROP6
type Il RAC/ROPs resulted in enhanced accessibility
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(Figure 5). As HYROP4 mRNA was not detectable in the
epidermis of barley leaves (Figure 3), the effect of CA
HvROP4-V17 likely did not resemble an intrinsic signalling
pathway. We speculate that the CA HvROP4 effect mimics
the overexpression of the closely related HYRAC3 (Figure 5).

The molecular mechanism of enhanced cell accessibility
and plant susceptibility by overexpression of HYRAC3 and
HvROP®6 is unclear. There is little known about function of
type Il RAC/ROPs in plants. The type Il RAC/ROP OsRAC1
was shown to be involved in ROl production, cell death and
disease resistance to M. grisea (Kawasaki et al., 1999; Ono
et al., 2001). Kawasaki et al. (1999) provided evidence that
OsRAC1 could be a regulator of an NADPH oxidase, as
known for RAC2 and RAC1 from mammalian systems
(Bokoch and Diebold, 2002). Like RAC/ROP proteins (Li
et al., 1999), the NADPH oxidase is involved in ROl produc-
tion and tip-focused Ca2* accumulation during polar root
hair growth (Foreman et al., 2003). The establishment of
Bgh-haustoria in barley epidermal cells requires polar plant
membrane growth, and during this process, generation of
superoxide at the side of penetration has been detected.
Interestingly, such a superoxide burst was not detectable in
resistant barley preventing haustorium establishment such
as mlo5-genotypes. Thus, appearance of ‘O, that is pos-
sibly produced by NADPH oxidase is linked to accessibility
to Bgh (Hiickelhoven and Kogel, 1998). ROls from NADPH
oxidase activity are required for cell growth by regulating
different processes, including calcium uptake, which might
feed back NADPH oxidase activity that is Ca2* stimulated
(Keller et al., 1998; Sagi and Fluhr, 2001). Although partici-
pation of the NADPH oxidase in barley-Bgh interaction
seems possible, we do not exclude other explanations,
e.g. involvement of phytohormones like ABA as described
for AtROP10 (Zheng et al., 2002).

Surprisingly, overexpression of HYRAC1-V23 did not influ-
ence the resistance status of barley to Bgh (Figure 4). This
appears in clear contrast to the effect of CA OsRAC1 on rice
blast resistance (Kawasaki et al, 1999; Ono et al., 2001).
Possibly, HYRAC1 represents a part of a defence machinery
that is only effective against hemibiotrophic fungi such as
M. grisea, but is not involved in repelling the biotrophic
Bgh. Moreover, our experiments with the CA RAC/ROPs
were carried out using susceptible barley lines whereas
Ono et al. (2001) linked OsRAC1 with R-gene-mediated
resistance. Finally, the similarity of OsRAC1, ZmRACC
and HvRAC1 is relatively low compared to the similarities
with in other subgroups (Figure 2). This may indicate some
differences in function of barley and rice RAC1.

The expression of fusion proteins composed of N-term-
inal GFP and the CA type Il RAC/ROPs resulted in a clear PM-
associated green fluorescence (Figure 6b). The transport of
barley type Il RAC/ROPs to the PM corresponds with data
obtained from Arabidopsis and maize. As previously
shown, the membrane-targeting signal in the C-terminal
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hypervariable region of type Il RAC/ROPs does not depend
on a functional CAAX-box (lvanchenko et al., 2000; Lavy
et al., 2002). Especially the maize PM-located ZmROP6
exhibits very high similarities with HYROP6, even in the
hypervariable region (22 of the last 31 aa are identical).
Ivanchenko et al. (2000) showed that both cysteine residues
(cys199 and cys206) upstream of the rudimentary CAAX-
box are important for membrane association of ZmROP6,
whereas the rudimentary CAAX-box (CAA) cysteine
(cys210) could be mutated without changes in localisation.
All barley type Il RAC/ROPs possess only an incomplete or
non-functional C-terminal CAAX-box, such as CAA
(HVROP6) or CFKS (HvRAC3), but contain additional
upstream cysteine residues, which could be palmitoylated.
There is not much known about the function of type Il RAC/
ROPs, but it seems that a permanent PM association is
required for their function. The strict and essential PM
association can be seen as an additional hint that the
downstream targets of the type Il RAC/ROPs are also bound
to the PM. This speculation is supported by the fact that CA
HvRAC3 became non-functional when the C-terminal loca-
lisation domain was cut off (HYRAC3-V17Aloc, Figure 6c).

Finally, the question arises why host RAC/ROPs could act
as susceptibility factors? It is not likely that the plant main-
tained Rac/Rop genes through evolution because of their
function in helping fungal parasites to invade. The small G-
proteins are involved in many signalling cascades, required
for normal plant development. Some pathogens may trig-
ger these pathways to cause a plant reaction allowing the
pathogen to infect. Especially, the cytoskeleton is a primary
target for animal pathogens trying to infect host cells (for
review, see Boquet and Lemichez, 2003). The cytoskeleton
can be either modified directly by toxins or cytoskeleton
modulating proteins become deregulated. In the latter case,
the targets of pathogen effectors are often small G-proteins
of the Rho family (Boquet and Lemichez, 2003). Bacterial
plant pathogens were shown to introduce effectors into the
plant cell acting as pathogenicity factors (Abramovitch
et al., 2003). The Pseudomonas avirulence protein AvrPphB
is ahomologue of the Yersinia effector YopT that works as a
protease cleaving small G-proteins (Shao et al., 2002). It is
imaginable that Bgh also effects the host RAC/ROP-signal-
ling pathways to more easily infect the plant cell. For the
future, it will be important to isolate the up- and down-
stream effectors of the different RAC/ROP proteins to
uncover the signalling network, modulating cell accessibil-
ity to pathogen invasion.

Experimental procedures

Plant materials, pathogen and inoculation

The barley (H. vulgare L.) lines Ingrid and the backcross line
BClIngrid-mlo5 were obtained from Lisa Munk (Royal Veterinary
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and Agricultural University, Copenhagen, Denmark). Their gen-
eration was described previously by Kglster et al. (1986). The
mutant mlo5 ror1-2 was obtained from Paul Schulze-Lefert
(Max-Planck-Institute for plant breeding research, Cologne, Ger-
many). Plants were grown in a growth chamber at 18°C with 60%
relative humidity and a photoperiod of 16 h (240 umol m~2 sec”"
photon flux density). The barley powdery mildew fungus, Blu-
meria graminis (DC) Speer f.sp. hordei Em. Marchal, race A6
(Wiberg, 1974) was inoculated onto barley primary leaves to give
a density of 150 conidia mm™~2. Bgh was maintained on barley cv.
Siri under the same conditions.

Isolation of barley Rac/Rop family cDNAs, cloning
and sequencing

We isolated cDNA fragments by the use of one-step RT-PCR
kits (Qiagen, Hilden, Germany) and a complex RNA pool des-
cribed previously by Schultheiss et al. (2002). Primers were
designed using GenBank or EST database information for specific
barley EST sequences. For primer sequence and accessions,
see Table 2. Details of the isolation of HvRacB were described
by Schultheiss et al. (2002). For first sequence information of
HvRac1, we carried out RT-PCR with a primer derived from the
conserved GTPase-region and a Primer derived from a barley EST
(BM097964), which only contain 3 UTR sequence information. To
access the complete 5'-region, we performed RACE (Schultheiss
et al., 2002).

cDNAs were isolated from gels and cloned into pGEM-T-Vector
(Promega, Mannheim, Germany). cDNAs were sequenced from
plasmids by use of the Thermo Sequenase Fluorescent Labeled
Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham, Freiburg, Germany) and
analysed for similarities in the GenBank database using the BLAST
algorithm (Altschul et al., 1997).

For transient transformation assays complete open-reading frames
of the Rac/Rop cDNAs were subcloned into pGY1 (Schweizer
et al., 1999) that contains a 540-bp fragment of the CaMV35S
promoter and terminator separated by a multiple cloning site.
The constructs were cloned using the restriction sites linked to
primers mentioned in Table 2. All constructs were checked by
sequencing (see above).

We constructed a dsRNA expression vector by use of pJP26
(provided by Robert Dudler, Institute of Plant Biology, University of
Zurich, Switzerland) containing the CaMV35S promoter followed
by an intron in the multiple cloning site suitable for cloning PCR
products with adapted restriction sites to give an antisense-intron-
sense construct.

To generate the constitutively active and dominant negative
RAC/ROP mutants, we used the Transformer™ Mutagenesis Kit
(Clontech, Heidelberg, Germany) following manufacturers instruc-
tions. For each RAC/ROP, the glycine corresponding to G12 of
human Rac1 was substituted by a valine, leading to the destruction
of the GTPase domain, which results in a CA small G-protein
(primer: see Table 2). The dominant negative HYRACB-N20 was
obtained in the same way by exchange of a threonine (T20) for an
asparagine (primer: see Table 2; Kawasaki et al., 1999).

Construction of GFP:HvRAC/ROP-fusions

For expression of GFP:HVRAC/ROP fusion proteins, cDNAs of GFP
(GFPemd-b in pGFP; Schweizer et al., 1999) were amplified from
plasmids by PCR using primers with attached BamHI restriction
sites in all three frames under elimination of the GFP stop codon
(GFP-5' primer: 5-GGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3'; GFP-3'
primer (frame 1): 5-GGATCCTTGTACAGCTCGTCCAT-3'; GFP-3'
primer (frame 2): 5-GGATCCCTTGTACAGCTCGTCCAT-3’; GFP-3’
primer (frame 3): 5-GGATCCCCTTGTACAGCTCGTCCAT-3').

Table 2 Accession numbers and oligo-DNA primers used for RT-PCR, RACE and ¢cDNA mutagenesis of barley Rac/Rops

HvRac/Rop (Accession number) Primer Sequence EST Accession number?
RacB (AJ344223) RacBs 5'-GGATCCGATGAGCGCGTCCAGGTT-3 AJ290420, AF250327, BF260616
RacBas 5-GTCGACCTTCGCCCTTGTTCTTTGTC-3
RacB-RACE 5'-GGATCCGATGAGCGCGTCCAGGTT-3'
CA RacB 5-ACCGTGGGGGACGTCGCCGTCGGCAAGAC-3
DN RacB 5-GCGCCGTCGGCAAGAACTGCATGCTCATCT-3
RacBACSIL 5'-GTCGACTCAAGCCCCCCTCTGCGCCTTTTTC-3
RacD (AJ439334) RacDs 5'-GGATCCATGAGCGCATCTCGGTTC-3 AV943381
RacDas 5'-GTCGACGCGAGACACTGCAAAACAAA-3
CA RacD Identical to CA RacB
Rac1(AJ518933) Rac1s 5'-GGATCCGCTGGAGAGGAGAGGAGAGG-3 BMO097964
Rac1as 5-GTCGACCCCATTTGGAGAACAACCAC-3
GTPase 5'-CAGGTTCATCAAGTGCGT-3
Rac1RACE 5-GTCGGTGGGGAGCTTGTTGCAGGTGTA-3
CA Rac1 5-GCCGTGGGGGACGTCGCCGTGGGCAAGAC-3
Rac3 (AJ518932) Rac3s 5'-GGATCCCGCGCGGCGAGCCATG-3 BM816965
Rac3as 5'-GTCGACGCAAGGAACCTTCTCTTTCATC-3
CA Rac3 Identical to CA RacB
Rac3Aloc 5-CGTCGGGGATGATCAATGATGAAC-3
Rop4 (AJ439335) Rop4s 5'-GGATCCTTCTCGTCCATTTAGCCGGC-3 AV924458, AV836932
Rop4as 5'-GTCGACTGATCACTTGAAGCATGCCAG-3
CA Rop4 Identical to CA RacB
Rop6 (AJ439333) Rop6s 5'-GGATCCGTGGAGGCGCGGCGAGA-3 BI957947, BM099394
Rop6as 5-CTGCAGCCATGCTTCATCTCCATAGTCA-3
CA Rop6 Identical to CA RacB

®ESTs served to create tentative consensus sequences for primer design.
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GFP-PCR products were cloned in frame into the appropriate
pGY1-RAC/ROP-construct (linearised with BamHI). Orientation of
the inserts was checked by PCR and the fusion constructs were
sequenced.

RNA extraction and reverse transcription-polymerase
chain reaction

Isolation of epidermal tissue for expression analysis was per-
formed as described previously by Schultheiss et al. (2002).

Total RNA was extracted from 8-10 primary leaf segments (5 cm
long) or from 20 epidermal strips using RNA extraction buffer
(PEQLAB, Erlangen, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. The OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany)
was used for semi-quantitative RT-PCR following manufacturers
instructions. To estimate template amounts the RT-PCR was
stopped during the exponential phase of amplification, maintain-
ing initial differences in target transcript amounts. PCR products
were separated in agarose gels.

Primers. Forsemiquantitative RT-PCR of Rac/Ropfamily member’s
mRNA, we used the primers mentioned (Table 2). For OXLP cDNA
fragment (506 bp; GenBank Accession X93171): 5-GGCCGACAT-
GCATTCACCAG-3 (5" primer) and 5-CATCTGATATTGCTGGG-
TCTG-3' (3’ primer); Rubisco cDNA fragment (607 bp; GenBank
Accession U43493): 5-CCCTGTCTTACCTTCCACCA-3' (5’ primer)
and 5-GCGTGCAAAGATGTTTCTCAT-3 (3 primer); actin-like
cDNA fragment (758 bp; GenBank Accession AJ234400): 5'-CT-
GTAGGAAATGGCTGACGG-3 (5’ primer) and 5'-TCGGATCACCT-
GACCCAT-3 (3 primer).

Transient transformation and evaluation of
fungal development

A transient transformation protocol, originally developed for
wheat to assess gene function in the interaction with powdery
mildew, was used to deliver overexpression constructs of the RAC/
ROP proteins into epidermal cells of barley leaf segments as
described by Schweizer et al. (1999) and Hiickelhoven et al. (2003).

Barley leaf segments were bombarded with coated particles
24 h before inoculation with Bgh, race A6. Interaction outcome
was judged 40 hai by fluorescence and light microscopy. For each
individual experiment, at least 100 interaction sites were evalu-
ated. Transformed GFP expressing cells were identified under blue
light excitation. Penetration efficiency of Bgh was judged by the
frequency by which Bgh was able to establish haustoria in trans-
formed cells (Hiickelhoven et al., 2003). Surface structures of Bgh
were detected by light microscopy or by fluorescence staining of
the fungus with 0.3% calcofluor (w/v in 50 mm TRIS, pH 9) for
30 sec. Deviation of PE [%] was used as a measure for suscept-
ibility of cells that expressed GFP and a test-gene (pGY1-RAC/ROP)
compared to those transformed with GFP and empty vector
(pGY1). PE [%] was calculated as number of penetrated cells
divided by total number of attacked cells multiplied by 100. The
deviation of PE was calculated as PE in cells expressing the
testgene divided by PE of controls minus 1 and multiplied by 100.

Localisation of RAC/ROP proteins with CLSM

For localisation experiments, barley leaves were transformed with
pGY1-GFP:HVRAC/ROP (1 ug) and pDsRed containing DsRed
under control of CAMV35S (0.5 png, pe3bAscloptRed; Dietrich
and Maiss, 2002) as described above.

ROP signalling in barley disease susceptibility 11

The localisation of the GFP:HVRAC/ROP fusion protein was
detected by CLSM (Leica TCS SP2, Leica Microsystems, Bensheim,
Germany) 24-96 h after transformation. GFP:HVRAC/ROP was
excitated with by a 488-nm laser line and detected at 505-
530 nm. DsRed was excitated by 543 nm laser line and detected
at 580-650 nm.

All new materials will be delivered freely to the research
community. Economically relevant use is restricted by patent
WO003020939.
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DISKUSSION

3 DISKUSSION

3.1 Die transiente Transformation durch Partikelbombardement

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion verschiedener, in die Gerste - Echter
Gerstenmehltaupilz (Blumeria graminis f.sp. hordei, Bgh) Interaktion involvierter Proteine
charakterisiert. Die funktionellen Analysen und die Studien zur intrazelluldren Lokalisation
wurden mit Hilfe der biolistischen transienten Transformation von Gerstenepidermiszellen
durchgefiihrt (Schultheiss et al., 2002; Schultheiss ef al., 2003a; Schultheiss et al., 2003b).
Grundsédtzlich wird zur biolistischen transienten Transformation DNA auf Gold- oder
Wolframpartikel prézipitiert. Diese werden mit Heliumdruck unter Vakuum auf
Gerstenblattsegmente geschossen. Sie durchschlagen Kutikula und Zellwénde und dringen in
die Epidermiszellen ein. Trifft ein Partikel einen Zellkern, so 16st sich die anhaftende DNA ab
und das kodierte Protein wird transient exprimiert (Nelson und Bushnell, 1997). Abhéngig
vom experimentellen Ansatz werden die Gerstenblattsegmente 4 bis 96 Stunden nach
Bombardement mit Konidien des Echten Gerstenmehltaupilzes inokuliert (Nielsen et al.,
1999). Nach weiteren 36 Stunden wird die Interaktion des Pilzes mit den transformierten
Epidermiszellen mikroskopisch ausgewertet (Schweizer et al., 1999b).

Der grof3e Vorteil der Funktionsanalyse von Proteinen mittels transienter Transformation liegt
an der hohen Zahl an Kandidatengenen, die in relativ kurzer Zeit getestet werden konnen.
Obwohl die Technik der stabilen Transformation in den letzten Jahren auch bei monokotylen
Pflanzen grof3e Fortschritte gemacht hat, ist die Erzeugung von stabil transgenem Getreide
immer noch schwierig sowie zeit- und arbeitsaufwéndig. So benétigt die Erzeugung einer
homozygoten stabil transgenen Linie inklusive aller Vorarbeiten mindestens ein Jahr,
wihrend der transiente Ansatz pro Gen nur sechs bis acht Wochen in Anspruch nimmt. Neben
den geringen Material- und Arbeitskosten hat die transiente Transformation den Vorteil, dass
auch Gene untersucht werden kénnen, deren stabile Expression bzw. konstitutiver knock-out
im Laufe der pflanzlichen Entwicklung letal wére.

Die transiente = Transformation  einzelner  Blattepidermiszellen  schrinkt  die
Anwendungsmoglichkeiten dieser Methode allerdings ein. So ist die Zahl der nutzbaren
Pathosysteme sehr limitiert, denn zum einen sollte die Pathogenese auf Grund der geringen
Dauerhaftigkeit der transienten Transformation in weniger als sieben Tagen abgeschlossen

sein und zum anderen muss die Interaktion von Pflanze und Pathogen auf Einzelzellniveau
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ablaufen, das heiBit der Besiedlungserfolg des Pathogens von der Interaktion mit einer
einzelnen Wirtszelle abhdngen. Auch darf das verwendete Pathogen nur die transformierbare
Epidermis angreifen und nicht, wie zum Beispiel fiir Rostpilze typisch, iiber die Stomata
eindringen.

Eine weitere Einschrankung ergibt sich aus der Verwendung der ausdifferenzierten Blatter zur
Transformation. So zeigen Kandidatengene, die in die pflanzliche Morphogenese und
Entwicklung involviert sind, in ausdifferenzierten Geweben eventuell keine Effekte. Auch ist
die Uberpriifung von Proteinen, die von Zelle zu Zelle transportierbar sind, in der
funktionellen Analyse mittels transienter Transformation problematisch, da die
Uberexpression bzw. der knock-down in einer einzelnen Zelle durch die Nachbarzellen
kompensiert werden kann. Die Uberexpression von apoplastischen Proteinen wie Chitinasen
und Glukanasen scheint jedoch durch die regional erhdhte Konzentration einen Einfluss auf
Pathogene zu haben (Schweizer ef al., 1999b).

Der invasive Transformationsvorgang durch Partikelbombardement kann seinerseits zur
Erzeugung von Artefakten fiihren, da die ausgeprigten Wund- und Zelltodreaktionen die
Pathogenabwehrvorginge iiberlagern konnen. So sinkt die durchschnittliche Penetrationsrate
des Mehltaupilzes auf beschossenen Blittern im Vergleich zu unverletzten Blittern deutlich
ab (Nelson und Bushnell, 1997). Wird innerhalb der ersten 24 Stunden nach Transformation
inokuliert, ist dieses Phdnomen weniger ausgeprégt (eigene Beobachtung, Schweizer et al.,
1999a; Schweizer ef al., 1999b). Werden die beschossenen Blitter jedoch vor der Inokulation
langer inkubiert, so sinkt die Penetrationsrate von Bgh in suszeptible Gerstenlinien auf unter
zehn Prozent (Nelson und Bushnell, 1997).

Durch die Beachtung der systembedingten Einschrinkungen und der Durchfiihrung
umfangreicher Kontrollversuche hat sich die transiente Transformation im Rahmen dieser
Arbeit allerdings als zuverldssiges und reproduzierbares Werkzeug zur Funktionsanalyse von

Abwehr-assoziierten Proteinen erwiesen.

3.1.1 Optimierung der Transformationseffizienz

Die transiente Transformation durch Partikelbombardement ist eine Methode, deren einzelne
Arbeitsschritte genau aufeinander abgestimmt sein miissen, um eine hohe Transformationsrate
bei moglichst geringer Verletzung des Blattgewebes zu erreichen.

Der erste Schritt besteht in der Auswahl geeigneter Partikel, wobei Material und Grofle die

entscheidenden Parameter sind. Als Materialien stehen die Schwermetalle Gold und Wolfram
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zur Verfiigung. Wolframpartikel sind unregelméafig geformt und weisen zahlreiche Ecken und
Kanten auf. AuBlerdem oxidieren sie innerhalb der Zelle zu Schwermetallkationen, die auf
viele enzymatische Reaktionen inhibierend wirken. Im Gegensatz dazu sind Goldpartikel glatt
und fast perfekt kugelformig, weshalb das Bombardement kleinere ,,Einschlaglocher” in der
Zellwand verursacht, und somit weniger wundinduzierter Zelltod auftritt (Russell et al.,
1992). Da es sich bei Gold um ein inertes Edelmetall handelt, sind Goldpartikel nicht
zytotoxisch (Nelson und Bushnell, 1997). Deshalb werden fiir die Generierung stabil
transgener Pflanzen meist Goldpartikel verwendet. Fiir die transiente Transformation jedoch
spielen die von Wolframpartikeln verursachten Verwundungen und der zytotoxische Effekt
offenbar keine Rolle (eigene Beobachtung, Nelson und Bushnell, 1997; Schweizer et al.,
1999b). Deshalb gab bei der Wahl des Partikelmaterials fiir die vorliegende Arbeit der
deutlich niedrigere Preis der Wolframpartikel den Ausschlag.

Transformierte Zellen pro Blatt

Abb. 3.1 Die transiente Transformation
durch Partikelbombardement

(A) Partikelkanone mit Vakuumpumpe (rechts) und
Heliumgasdruckflasche (links). In der Bildmitte ist ;
die Vakuumkammer zu sehen, in der das Heliumdruck [bar; 10 B
Pflanzenmaterial mit den Partikeln beschossen wird.

(B) Optimierung von Druck und Vakuum fiir die transiente Transformation von Gerstenblattsegmenten. Um eine
moglichst hohe Transformationsrate zu erzielen, miissen die Partikel in die Blattepidermis eindringen ohne sie zu
durchschlagen. Dies héngt von der Geschwindigkeit der auftreffenden Partikel ab, die von der Beschleunigung
durch den verwendeten Heliumdruck und von der abbremsenden Wirkung des Luftdrucks bestimmt wird. Man
erkennt, dass bei einem Restdruck in der Vakuumkammer von mehr als 200 mbar oder einem beschleunigender
Heliumdruck von weniger als S5bar keine effiziente Transformation moglich war. Optimale
Transformationsraten ergaben sich mit einem Druck von 9 bar und einem Restdruck in der Vakuumkammer von
100 mbar.

Die Wahl des Durchmessers der verwendeten Partikel richtet sich hauptsdchlich nach der
GroBe der zu transformierenden Zellen (Sanford et al., 1993). So kénnen zum Beispiel die
relativ groBen Zwiebelepidermiszellen mit bis zu 4 um groen Goldpartikeln transformiert
werden (Klein et al, 1987), wihrend fiir die Transformation der kleineren
Getreideepidermiszellen die Verwendung kleinerer Partikel (1,0 - 1,5 um, bei einem
Optimum von 1,2 pm) effizienter ist (Nelson und Bushnell, 1997; Schweizer et al., 1999b).

Aus diesem Grund miissen auch Partikelkonglomerate, die wéihrend der Prézipitation der
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DNA auf die Wolframpartikel entstehen, mittels Ultraschallbehandlung zerkleinert werden, so
dass eine homogene Partikelsuspension entsteht (eigene Beobachtung).

Um eine epidermale Zelle zu transformieren, miissen die Partikel in den Zellkern gelangen
(eigene Beobachtung). Daher muss fiir eine hohe Transformationseffizienz die
Geschwindigkeit der Partikel ausreichen, um Kutikula und Zellwand zu durchschlagen und in
den Kern der Epidermiszelle einzudringen. Bei zu hoher Geschwindigkeit durchdringen die
Partikel die Epidermis und werden erst im Mesophyll gestoppt. Die durchschnittliche
Geschwindigkeit der Partikel wird einerseits durch den beschleunigenden Heliumdruck und
andererseits durch die bremsende Luftschicht zwischen Partikelkanone und dem zu
beschieBendem Objekt bestimmt. Da der normale Luftdruck die sehr kleinen Partikel mit
ithrem hohen Oberfldche/Volumen-Quotienten zu stark abbremsen wiirde, wird im Vakuum
mit 50 - 500 mbar Restdruck gearbeitet (Nelson und Bushnell, 1997; Nielsen et al., 1999;
Schweizer et al., 1999b). Die optimalen Druck- und Vakuumverhéltnisse miissen fiir jedes
Transformationssystem, jede PartikelgroBe und jedes zu transformierende Objekt neu
bestimmt werden. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die fiir die Transformation
entscheidenden Parameter hinsichtlich ihrer Effizienz optimiert. Die maximale Anzahl
transformierter Epidermiszellen konnte durch die Verwendung von 9 bar Heliumdruck und
einem Vakuum von 100 mbar Restdruck erzielt werden (sieche Abb. 3.1). Ein nicht zu
vernachldssigender Punkt ist die Verweildauer des Gerstenblattes im Vakuum. Diese sollte
moglichst gering sein, da sonst der Vakuum-induzierte groBflichige Zelltod eine hohe
Transformationseffizienz verhindert (eigene Beobachtung, Méenpéa et al., 1999).

Weitere zu optimierende Faktoren betreffen die zu transformierende Gerste. So erfolgte die

Anzucht bei hoher Lichtintensitit (240 pmol m™ s

Photonenfluxdichte) und méBiger
Temperatur (> 20 °C). Maximale und stabile Transformationsraten wurden durch
Verwendung von sechs bis sieben Tage alten Gerstenprimérblittern erhalten. Altere Pflanzen
zeigten zwar weniger Zelltod durch den Beschuss, aber auch weniger transformierte Zellen,
wihrend die Transformation jiingerer Blétter oder der physiologisch jiingeren Blattbasis stark

schwankende Ergebnisse lieferte (eigene Beobachtungen).

3.1.2 Der knock-down durch RNA Interferenz

Einige der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente nutzten den zelluldren
Mechanismus der RNA Interferenz (RNAi1) um die Expression bestimmter Testgene transient

zu inhibieren. Das grundlegende Phinomen der RNAI ist schon lange unter dem Namen
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PTGS (posttranscriptional gene silencing) bekannt, jedoch war seine Entstehung und
Funktion lange Zeit unklar (van der Krol et al., 1990). Heute weiss man, dass das RNAi
System der Pflanze wahrscheinlich der Virenabwehr und der Inaktivierung von
Retrotransposons dient.

Die RNAi wird von einem doppelstrangigen (ds) RNA Molekiil ausgeldst. Die Pflanzenzelle
erkennt die dsRNA als fremd und 16st im Folgenden den sequenzspezifischen Abbau der
homologen mRNA aus. Die Degradation der mRNA ist sehr schnell und nahezu vollstindig,
so dass eine Expression des kodierten Proteins verhindert wird (Fire et al, 1998). Der
Mechanismus der RNAi ist Gegenstand intensiver Forschung und noch nicht vollstindig
aufgeklart. Es steht jedoch fest, dass der erste Schritt in der Auslésung der RNAi die
Erkennung der dsRNA und deren Spaltung in 20 - 25 bp kurze dsSRNA Fragmente ist. In
Eukaryonten ist dafiir eine DICER genannte der RNase III dhnliche Endonuklease
verantwortlich (Bernstein et al., 2001). Die durch DICER gebildeten small interfering (si)
RNA genannten kurzen dsRNA Fragmente werden in einen Multiprotein Komplex (RNA-
inducing silencing complex, RISC) eingelagert und unter ATP-Verbrauch in Einzelstringe
getrennt. Durch den im Komplex verbleibenden antisense Strang der siRNA erfolgt
sequenzspezifisch die Bindung der entsprechenden mRNA, die dann in der Mitte der
homologen Sequenz endonukleolytisch gespalten wird (Metzlaff, 2002). Da die RNAi extrem
effizient ist und geringste Mengen an auslosender dsSRNA die Expression einer spezifischen
mRNA {iber einen langen Zeitraum verhindern, wurde lange Zeit {iber einen sich selbst
erhaltenden Mechanismus spekuliert (Fire et al, 1998). Ein Hinweis ergab sich aus der
Entdeckung einer RNA-abhidngigen RNA-Polymerase (RNA dependent RNA polymerase,
RdRP), die aus einer RNAi-defizienten Arabidopsis Mutante isoliert wurde (Dalmay et al.,
2000). Heute geht man davon aus, dass die RNA-abhidngige Polymerase mit mRNA als
template und siRNA als Primer stindig neue dSRNA Molekiile synthetisiert, die wiederum zu
siRNAs gespalten werden. So entsteht ein sich selbst verstirkender und selbsterhaltender
Kreislauf, der zuverldssig und spezifisch die Translation der Ziel-mRNA verhindert
(Nishikura, 2001). Doch die RNA Interferenz scheint auch die Transkription der inhibierten
Gene zu storen, da auf bisher ungeklirtem Weg die Chromatinstruktur verdndert und die
DNA methyliert wird (Waterhouse et al., 2001).

Bei der Verwendung eines so komplexen Systems wie der RNAi treten zwangslaufig
Probleme auf, die zu artefaktbehafteten Ergebnissen fiihren. Aus diesem Grund muss jedes
Experiment durch umfangreiche Kontrollen abgesichert werden. Speziell in tierischen Zellen

wurden in friithen RNA1 Experimenten oft der Theorie widersprechende Ergebnisse erzielt.
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Erst nach der Durchfithrung vieler Kontrollexperimente konnten diese Resultate auf eine
sequenzunspezifische Abwehrreaktion der verwendeten Séugerzellen zuriickgefiihrt werden.
So 10st die Transfektion von dsRNA mit mehr als 30 bp Lange in Séugerzellen eine durch
Interferon vermittelte unspezifische Abwehrreaktion aus, die durch Aktivierung von RNase |
die gesamte mRNA abbaut und zusitzlich iiber die Phosphorylierung des Translationsfaktors
elF2a die Translation stoppt (Dykxhoorn et al., 2003). In Pflanzen ist kein solcher
unspezifischer Abwehrmechanismus gegen dsRNA bekannt. Dennoch wurde in allen RNAi
Experimenten dieser Arbeit die dsRNA des humanen Thyroidhormonrezeptors (TR) als
unspezifische Negativkontrolle verwendet. Die Transformation von Gerstenepidermiszellen
mit TR-dsRNA und dem Markergen Gfp, das fiir das griin fluoreszierende Protein GFP
kodiert, fiihrte im Vergleich zu einer Transformation, in der nur der Marker GFP verwendet
wurde, nie zu einer Verdnderung der Penetrationsrate von Bgh (unverdffentlichte Daten).
Obwohl die RNAi ein wirksames Werkzeug ist, um Gene spezifisch zu inhibieren, kann es
dennoch zu Beeintrachtigungen ihrer Effizienz kommen. Da das RNAi System urspriinglich
als Virenabwehrmechanismus entwickelt wurde, sind vor allem einige RNA-Pflanzenviren in
der Lage, das RNAi-System zu blockieren und so den Abbau ihrer Erbsubstanz zu verhindern
(Metzlaff, 2002). Allerdings sind auch Unterschiede in der Effizienz des RNAi Systems
abhingig vom verwendeten Pflanzengenotyp beobachtet worden (P. Schweizer, pers.
Mitteilung). Diese unvorhersagbaren Einschrankungen machten es notig, sowohl die Effizienz
der RNAI als auch die Giite der verwendeten dsRNA im verwendeten Transformationssystem
zu testen. Hierzu wurden jeweils Fusionskonstrukte aus GFP und Testgen gemeinsam mit der
unspezifischen TR-dsRNA transformiert. Die Anzahl der so erhaltenen transformierten Zellen
reduzierte sich drastisch, wenn statt TR-dsRNA die Testgen-spezifische dsRNA
kotransformiert wurde. Die Reduktion der transformierten Zellen durch Kotransformation von
Testgen-dsRNA lag bei ca. 70 - 80 % (Schultheiss et al., 2002; Schultheiss et al., 2003a), was
mit den vorhandenen Literaturdaten iibereinstimmt (Schweizer et al., 2000; Panstruga et al.,
2003). Da das RNAi System die Expression eines Proteins inhibieren konnte, das unter der
Kontrolle des relativ starken Viruspromotors CaMV35S steht, kann man davon ausgehen,
dass auch die Expression des endogenen Proteins durch die eingebrachte dsSRNA vollstindig
verhindert wird.

Das RNAi1 System wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir den knock-down von PR-1B und
RACB eingesetzt. Bei beiden Proteinen handelt es sich um Mitglieder groBerer
Proteinfamilien, die eine hohe Sequenzhomologie zeigen. So ist zum Beispiel PR-1B auf

Aminosédureebene zu 91% identisch mit PR-1A, und RACB zeigt mindestens 70 % Identitat
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zu anderen Mitgliedern der Gersten RAC/ROP Familie. Es ist unklar, ob der RNAi
Mechanismus zwischen den dhnlichen mRNAs der Rac/Rops unterscheiden kann. Eine
theoretische Voraussage liber die Spezifitit der RNAIi in einem bestimmten System ist kaum
moglich, da das DICER Enzym aus einem Pool von dsRNA nicht alle moglichen siRNAs
erzeugt, sondern gewisse Sequenzen priferiert (Dykxhoorn et al., 2003). Einzelne
Unterschiede in der Nukleotidsequenz der entstehenden siRNA im Vergleich zur Zielsequenz
werden zudem toleriert, sofern der Fehler nicht im mittleren Bereich (10. - 12. Nukleotid) der
siRNA liegt (Elbashir et al., 2001).

Schweizer et al. (2000) konnten die Spezifitiat der RNAi dadurch belegen, dass die Expression
der Dihydroflavonolreduktase in Mais trotz 81 %iger Identitdt nicht von der dsRNA des
Gerstenhomologs unterdriickt werden konnte (Schweizer et al., 2000). Da die Frage nach der
Spezifitidt der RNAI aber nicht generell zu beantworten ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit
tiberpriift, welchen Einfluss die RacB-dsRNA auf die Expression der anderen RAC/ROP
Proteine hat. Hierzu wurde eine transiente Transformation durchgefiihrt, mit DsRED als
Transformationsmarker, dsRNA von RacB sowie den GFP-Fusionskonstrukten der
verschiedenen Rac/Rops. Das experimentelle Design entsprach im Wesentlichen einem von
Panstruga et al. (2003) veroffentlichten Testsystem. Erfolgte in diesem System ein effizienter
Abbau der GFP-Rac/Rop mRNA durch RacB dsRNA, so wurden nur rot fluoreszierende
Zellen, die keine GFP-Fluoreszenz zeigten, gefunden. War die RNAi durch zu grof3e
Sequenzunterschiede jedoch ineffektiv, so exprimierten die Zellen sowohl DsRED als auch
GFP-RAC/ROP. Da alle Rac/Rop Gene iiber vollstindig identische Bereiche verfiigen, die
langer als 21 Nukleotide sind, zeigten alle Konstrukte eine zumindest geringe Reduktion der
GFP-RAC/ROP Expression durch RacB-dsRNA. Insgesamt konnte aber in mehr als 65% der
mit RACD, RAC3 und ROP6 Fusionskonstrukten transformierten Zellen eine GFP-
Fluoreszenz beobachtet werden (vorldufige Ergebnisse). Diese trotz der hohen
Sequenzdhnlichkeiten relativ niedrige RNAi Effektivitit von RacB-dsRNA weist auf eine
hohe Spezifitit des RNAi Mechanismus hin. Eine deutliche Reduktion der GFP-Fluoreszenz
lie sich mit RacB dsRNA nur bei Kotransformation von GFP-ROP4 und der Positivkontrolle
GFP-RACB erreichen (unverdffentlichte Daten). Dieses Ergebnis widerspricht zwar der
relativ geringen Gesamthomologie von RACB und ROP4 (77 %), allerdings verfiigt Rop4 im
Vergleich zu allen anderen Rac/Rops iiber den lingsten ununterbrochenen (52 bp) mit RacB
identischen Bereich. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente war der
Abbau von endogener Rop4-mRNA durch RacB-dsRNA nicht relevant, da ROP4

natiirlicherweise nicht in der Gerstenepidermis exprimiert wird. Die Transformation von
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Gerstenepidermiszellen mit dsSRNA von RacB fiihrte somit nur zu einem effektiven Abbau
von RacB-mRNA. Die Expression von anderen Mitgliedern der RAC/ROP Familie wurde
durch RacB-dsRNA in einem nur sehr geringen Maf} beeintrachtigt.

3.2 PR-1B als Resistenzfaktor im Gerste — Bgh Pathosystem

Das pathogenesis related protein 1B (PR-1B) ist ein Stress- und Pathogen-responsives
Element des pflanzlichen Abwehrsystems (Mouradov et al., 1993; Bryngelsson et al., 1994).
In Gerste wurden insgesamt vier verschiedene basische PR-1 Proteine identifiziert (Mouradov
et al., 1993; Bryngelsson et al., 1994; Stevens et al., 1996), doch Southern blot Analysen
lassen vermuten, dass die PR-1 Familie in Gerste aus mindestens acht bis zehn Mitgliedern
besteht (Bryngelsson et al., 1994). Funktionell wurde PR-1B noch nicht untersucht, doch es
gab Hinweise auf antifungale Aktivitit, da PR-1B homologe Proteine das Wachstum von
Pilzen und Oomyceten hemmten (Niderman et al., 1995; Rauscher et al., 1999).

Die zeitliche Expression von PR-1b im Gerste - Bgh Pathosystem korreliert nahezu
vollstindig mit dem Auftreten von Abwehrreaktionen und dem Resistenzphdnotyp der
untersuchten Gerstenlinie. In suszeptiblen Gersten zeigt sich eine transiente PR-/b Expression
erst 16 - 24 Stunden nach Inokulation (hai, hours after infection), wihrend der Pilz die
pflanzliche Zelle penetriert bzw. durch eine effektive Papille abgewehrt wird (Fig. 1 in
Schultheiss et al., 2003a). In resistenten Gerstenlinien ist die PR-1b Expression sehr viel
starker und zeigt zum Zeitpunkt der vorherrschenden Abwehrreaktion ein Maximum. In
penetrationsresistenten m/o-Pflanzen beginnt die PR-1b Expression schon drei Stunden nach
Inokulation, wenn die ersten Papillen unter den primédren Keimschlauchen von Bgh gebildet
werden (Fig. 1, Schultheiss et al, 2003a). Bei Mla- und Mig-tragenden Linien, deren
Abwehrstrategien auf der Ausprdgung einer Hypersensitiven Reaktion (HR) basieren, tritt
eine spatere PR-1b Akkumulation auf, die zeitlich mit der Epidermis-HR (22-30 hai) in Mig-
und mit der spiteren Mesophyll-HR in Mila-Linien (36-48 hai) {ibereinstimmt
(Freialdenhoven et al., 1994; Freialdenhoven et al., 1996; Peterhdnsel et al., 1997,
Hiickelhoven et al., 1999; Hiickelhoven ef al., 2000b; Schultheiss et al., 2003a). Die
Korrelation der PR-1b Expression mit der Auspragung der Resistenzreaktionen geht
wahrscheinlich darauf zuriick, dass die Transkripte der PR-Gene nur in Zellen akkumulieren,
die Bgh erfolgreich abwehren konnten (Lyngkjaer und Gjetting, 2002). In penetrierten Zellen
wird die PR-1b Expression dagegen unterdriickt. Die leichte und transiente Expression von

PR-1b in suszeptiblen Linien ist daher wahrscheinlich auf die 30 % -40 % der
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Epidermiszellen zurlickzufiihren, die auf Grund der Basisresistenz den priméren
Penetrationsversuch von Bgh abwehren konnten (Hiickelhoven ef al., 1999).

Zudem scheint die PR-1b Akkumulation mit der Bildung von Wasserstoffperoxid (H,O,) zu
korrelieren. Die Produktion von H,0, in der Abwehrreaktion von Gerste gegen Bgh ist wie
auch die Expression von PR-/b stark mit dem Besiedlungserfolg von Bgh verbunden
(Thordal-Christensen et al., 1997; Hiickelhoven et al., 1999; Hiickelhoven et al., 2000b). So
akkumuliert HO, sowohl in effektiven Papillen als auch in Zellen, die eine HR zeigen. Bei
erfolgreicher Besiedlung der Epidermiszelle durch Bgh wird die H,O, Produktion jedoch
unterdriickt (Hiickelhoven et al., 1999). Auch werden sowohl H,O, und als auch PR-1b nach
UV-Bestrahlung und Verwundung verstiarkt gebildet (Brederode et al., 1991; Neill et al.,
2002b).

In anderen Pathosystemen ist ebenfalls eine dhnliche Regulation von Wasserstoffperoxid und
PR-1b Expression zu beobachten. So akkumulieren in Gerstenblittern grole Mengen H,0,
wihrend der Besiedlung des Mesophylls durch den hemibiotrophen Pilz Bipolaris
sorokiniana (Kumar et al., 2001). Obwohl die H,O, Akkumulation in dieser Interaktion eher
mit Anfélligkeit als mit Resistenz korreliert, exprimiert die Gerste in dieser Phase ebenfalls
PR-1b (Fig. 2 in Schultheiss et al., 2003a).

Die Aktivierung von PR-1b durch exogen zugefiihrtes H,O, konnte bisher nicht gezeigt
werden (Hiickelhoven und Kogel, 2000; Desikan et al., 2001). Wird Wasserstoffperoxid
jedoch durch Injektion von Glukose und Glukoseoxidase iiber einen ldngeren Zeitraum im
Blatt produziert (Wu et al., 1995; Wu et al., 1997), fihrt dies zu einer verstiarkten PR-1b
Expression (Fig. 3 in Schultheiss ef al., 2003a). Somit wird PR-1b Expression wahrscheinlich
durch H,O, Akkumulation induziert.

In neueren Untersuchungen wird H,O, immer ofter als Signalmolekiil identifiziert (siche
Ubersichtsartikel: Neill e al., 2002a). Obwohl noch keine H,O, Sensorproteine identifiziert
werden konnten, fiihrt die Erhhung der H,O,-Konzentration in der Zelle zu weitreichenden
Verdnderungen auf Genexpressions- und Proteinaktivititsebene. Beteiligt sind hierbei
wahrscheinlich redoxsensitive Calciumkanédle sowie oxidationsempfindliche Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren (Neill et al., 2002b). Wie fiir ein Redox-responsives Protein zu
erwarten, enthdlt der PR-Ib Promotor mehrere Bindestellen fir WRKY
Transkriptionsfaktoren, die eine wahrscheinlich redoxsensitive Zinkfinger-DNA-
Bindedoméne besitzen (Vranova et al., 2002). Die Aktivierung von Resistenz-assoziierten
Genen durch H,O, wird auch in Katalase-defizienten Tabakpflanzen deutlich. Da Katalase

malgeblich fiir den Abbau von H,O, verantwortlich ist, akkumuliert in Katalase-defizientem
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Tabak nach ldngeren Starklichtphasen Wasserstoffperoxid. Parallel zur H,O, Anreicherung
beginnen diese Pflanzen Abwehrgene zu exprimieren (Chamnongpol et al., 1998).

Trotz der intensiven Untersuchungen der PR-1b Expressionsmuster ist, wie bereits erwdhnt,
die Funktion von PR-1B in der Wirt - Parasit Interaktion nur unzureichend untersucht. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit RNAi knock-down Experimente im
Gerste - Bgh Pathosystem mittels transienter biolistischer Transformation durchgefiihrt. Da
das Ausschalten eines nur schwach exprimierten Gens kaum signifikante Anderungen in der
Gerste-Mehltau-Interaktion bewirken wiirde, konnten die PR-1B RNAi Experimente nicht in
einer voll suszeptiblen Gersten-Wildtyplinie durchgefiihrt werden. Auch die Verwendung
einer vollstindig resistenten mlo-tragenden Linie wire wahrscheinlich nicht praktikabel
gewesen, da die starke mlo-Resistenz nicht durch das Fehlen eines einzelnen, eventuell
antifungal wirkenden Proteins gebrochen werden diirfte. Deshalb wurde mit der mlo5/rorl
Mutante A89 eine Gerstenlinie ausgewihlt, die teilanfillig gegeniiber Bgh ist
(Penetrationsrate: ca. 20 %) und eine hohe PR-1b Expression nach Mehltaupilzbefall zeigt
(Fig. 1 in Schultheiss et al., 2003a).

Der transiente knock-down der PR-1b Expression fiihrte zu einer verstirkten Penetration von
Bgh in die Gerstenlinie A89 (Fig. 4 in Schultheiss et al., 2003a). Die Wiederholung des
Experiments mit der Wildtyplinie Ingrid zeigte, wie erwartet, keine Verdnderung der
Penetrationsrate von Bgh (unverdffentlichte Daten). Die Wirkung von PR-1B ldsst sich aber
nicht allein durch eine antifungale Wirkung erkliren, da seine Uberexpression in einer
suszeptiblen Linie zu keiner Beeintrichtigung des Pilzwachstums flihrte. Auch hat
aufgereinigte PR-1B Proteinlosung keine antifungalen oder wachstumshemmenden
Eigenschaften gegeniiber Bgh (Poulsen, 2001). Hingegen konnte eine antifungale Wirkung
von PR-1 gegen Oomyceten wie Phytophthora infestans (Alexander et al., 1993; Niderman et
al., 1995) und Rostpilze (Rauscher et al., 1999) gezeigt werden.

Diese zundchst widerspriichlich erscheinenden Ergebnisse sind zum Beispiel durch die
Bildung eines grofleren Abwehrkomplexes von PR-1B zusammen mit anderen apoplastischen
Proteinen erkldrbar. Dieser Komplex wire in der Gerste - Bgh Interaktion nur funktionell,
wenn alle Bestandteile in streng regulierten und definierten Verhéltnissen zusammenwirken.
Eine Uberexpression eines einzelnen Proteins hitte in diesem Fall keine Auswirkung. Werden
jedoch alle Komponenten stirker exprimiert, wie es beispielsweise in einer m/o Mutante der
Fall ist, so erhoht sich die rassenunspezifische Hintergrundresistenz (Schulze-Lefert und

Vogel, 2000). Andererseits konnte die Entfernung eines einzelnen Faktors aus dem Komplex
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zu einem partiellen Versagen der Abwehrmaschinerie fithren, was sich in einer erhohten
Penetrationsrate widerspiegelt.

Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass der knock-down von PR-1B auch die
Expression anderer Proteine vom PR-1 Typ inhibiert. Der Mechanismus der RNA1 ist gegen
PR-1B hocheffizient (Schultheiss ef al., 2003a), seine Spezifitdt diirfte aber in Bezug auf PR-
1A eingeschrinkt sein, da zwischen PR-1b und PR-1a auf Nukleotidebene eine Identitit von
85 % besteht (Bryngelsson et al., 1994). In besonders konservierten Doménen existieren
Bereiche von bis zu 42 bp Linge, die absolut identisch sind, wodurch eine PR-1b Selektivitat
des RNAi Systems unwahrscheinlich wird (siehe Kap. 3.1.2). Wenn jedoch der knock-down
der gesamten PR-1 Familie zu einer Verdanderung in der Gerste - Bgh Interaktion fiihrt, wire
auch die Uberexpression der gesamten Familie notwendig, um die Penetrationsrate von Bgh
signifikant zu reduzieren.

Nach erfolgreicher Penetration durch Bgh beginnt eine Suppression von PR-1B und anderen
zelluldaren Abwehrkomponenten. Diese Repression der Abwehr ist so vollstindig, dass nach
Penetration durch einen virulenten Mehltaupilz auch avirulente Pathotypen die betroffene
Zelle befallen konnen (Lyngkjaer und Carver, 2000). Allerdings ist die Suppression,
zumindest im Weizen - Blumeria graminis f.sp. tritici System reversibel, da die kurative
Applikation der Resistenz-induzierenden Substanz Syringolin A die verschiedenen
Komponenten der Abwehr wieder aktiviert und zur Expression der Abwehr-assoziierten Gene
fiihrt (Wéspi et al., 2001).

Da trotz langer Koevolution von Bgh und Gerste die Expression von PR-1b immer noch von
Bgh reprimiert wird, ist anzunehmen, dass PR-1B in der Abwehrstrategie der Zelle eine
essentielle Rolle spielt und den Besiedlungserfolg des Pilzes zumindest reduziert. Wiare PR1B
in der Gerste - Bgh Interaktion nicht funktionell, wéire es wahrscheinlich im Laufe der

Evolution zum Verlust der aktiven Repression von PR-1B durch Bgh gekommen.

3.3 Kleine G-Proteine als Suszeptibilitiitsfaktoren im Gerste — Bgh Pathosystem

3.3.1 Die RAC/ROP Familie in Gerste
Kleine G-Proteine der RAC/ROP Familie sind ubiquitire Regulatorproteine, die in zelluldre
Wachstumsvorgénge, die Produktion von reaktiven Sauerstoffintermediaten und in Wirt -

Pathogen Interaktionen involviert sind (Valster et al., 2000; Zheng und Yang, 2000; Yang,
2002; Agrawal et al., 2003; Gu et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit konnten cDNAs von
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sechs Mitgliedern der RAC/ROP Proteinfamilie aus Gerste isoliert werden (Schultheiss ef al.,
2002; Schultheiss et al., 2003b).

RAC-/ROP-Proteine der Gerste besitzen fiinf verschiedene funktionelle Doménen, die zum
Teil hohe Ahnlichkeiten aufweisen, wie zum Beispiel die GTP-Binde- und GTPase-Domiine.
Ebenfalls hoch konserviert ist der sogenannte Effektorloop. Diese Doméne unterliegt beim
Ubergang des RAC/ROP Proteins vom GDP zum GTP gebundenen Zustand einer
Konformationsédnderung und dient wahrscheinlich als Interaktionsdoméne mit regulatorischen
Proteinen wie etwa GTPase-aktivierende Proteine (Moodie et al., 1995). Geringe Homologien
zeigen die Gersten RAC/ROPs in zwei Regionen. Die sogenannte /nsert-Region (spezieller
Effektorloop) ist verantwortlich fiir die Vermittlung des Signals an downstream liegende
Signalkaskadenelemente (Valster et al., 2000). Allerdings muss es noch weitere Doménen
geben, die fiir eine Signalweitergabe verantwortlich sind, da die funktionell verschiedenen
Proteine RACB und RACD in dieser Doméne voéllig identisch sind (Fig. 1 in Schultheiss et
al., 2003b). AuBBerdem zeigen einige der RAC/ROPs aus Arabidopsis (AtROP2, AtROP3,
AtROP4, AtROPS5) keine Unterschiede in der [nsert-Region, obwohl sie
hochstwahrscheinlich in verschiedene Signalkaskaden involviert sind (Winge et al., 1997;
Valster et al., 2000).

Die zweite Proteindomine, die zwischen den verschiedenen Mitgliedern der RAC/ROP
Familie nicht hochkonserviert ist, wird als C-terminale hypervariable Region (HVR)
bezeichnet. Dieser Bereich enthdlt hauptsdchlich basische Aminoséduren sowie ein bis drei
posttranslational modifizierbare Cysteinreste. Die Cysteine sind die einzigen Aminoséuren
innerhalb der HVR, die mehr oder weniger konserviert sind, die umgebende Sequenz
hingegen ist hochvariabel, obwohl ihr polybasischer Charakter in allen RAC/ROPs erhalten
ist.

Die HVR ist fiir die intrazelluldre Lokalisation verantwortlich, wobei die Membranassoziation
der RAC/ROP Proteine durch die Bindung eines Lipidrestes an die in der HVR lokalisierten
Cysteinreste und den Ladungszustand der basischen Aminosduren bestimmt wird (Thompson
und Okuyama, 2000). Je nach Lange und Aufbau der HVR werden die RAC/ROP Proteine in
zweil Typen eingeteilt (Yang, 2002). Typ I RAC/ROPs wie RACB und RACD verfiigen iiber
eine funktionelle CaaX-Box am C-Terminus, die posttranslational isoprenyliert werden kann.
Bedingt durch ein zusitzliches Exon besitzen RAC/ROP Proteine vom Typ II wie RACI,
RAC3, ROP4 und ROP6 zwei bis drei Cysteinreste innerhalb der HVR, die allerdings keine
funktionelle CaaX-Box bilden und wahrscheinlich palmitoyliert werden (Thompson und

Okuyama, 2000).
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Durch den Sequenzvergleich der RAC/ROP Proteine aus Gerste, Reis (Oryza sativa), Mais
(Zea mays) und Arabidopsis thaliana konnten die RAC/ROP Proteine in verschiedene
Untergruppen eingeteilt und ein phylogenetischer Baum erstellt werden (Fig. 2 in Schultheiss
et al., 2003b). Auffillig war, dass die intraspezifischen Unterschiede zwischen den
RAC/ROPs verschiedener Untergruppen groBBer waren als die interspezifischen Unterschiede
der RAC/ROP Proteine innerhalb einer Untergruppe. Dies weist auf eine artiibergreifende
Konservierung der Struktur und damit wahrscheinlich auch der Funktion hin. Da durch die
sechs bekannten Gersten RAC/ROPs alle Untergruppen, die von Reis und Mais RAC/ROP
Proteinen gebildet werden, abgedeckt sind, kann man spekulieren, dass die Gersten
RAC/ROP Familie aus nicht viel mehr als den sechs gefundenen Mitgliedern besteht.

Der Vergleich der RAC/ROP Proteine von Arabidopsis und den monokotylen Spezies Gerste,
Reis und Mais zeigt eine extreme Abundanz der Typ I RAC/ROPs in Arabidopsis. Acht von
elf bekannten Arabidopsis RAC/ROP Proteinen gehdren diesem Typus an, wihrend in den
drei monokotylen Spezies die Typ Il RAC/ROP Proteine die deutliche Mehrheit bilden. Ein
Grund hierfiir konnte die redundante Funktion der Arabidopsis Typ I RAC/ROP Proteine
sein. So konvertiert die Uberexpression von konstitutiv aktivem AtROP1, AtROP2, AtROP3,
AtROP4 und AtROPS in Pollenschlduchen (Li et al., 1998; Kost et al., 1999; Cheung et al.,
2003) und AtROP2, AtROP4 und AtROP6 in Wurzelhaaren (Molendijk et al., 2001; Jones et
al., 2002) jeweils das polare in ein isotropes Wachstum. Obwohl die Phénotypen im Detail
leicht variieren, sind die Hauptcharakteristika bei allen Typ I RAC/ROP Proteinen gleich. Im
Genom der monokotylen Pflanzen sind nur zwei bis drei Typ I Rac/Rops vorhanden. Deren
Funktion ist aber zumindest in Gerste nicht redundant, da die beiden Typ I RAC/ROP
Proteine RACB und RACD intrazelluldr unterschiedlich lokalisiert sind (sieche Abb. 3.3) und
nach Uberexpression das Gerste - Bgh Pathosystem verschieden modulieren. (Fig. 4-6 in
Schultheiss et al., 2003b). Es scheint, dass im Laufe der Evolution in monokotylen Pflanzen
eine Reduktion der Typ I RAC/ROPs von vielen redundanten Proteinen zu wenigen Typ I
RAC/ROPs mit jeweils breiter Wirksamkeit stattfand, deren Funktionen jedoch nicht mehr
tiberlappen. Alternativ ist es auch moglich, dass die hohe Zahl der Arabidopsis Typ 1
RAC/ROP Proteine auf eine oder mehrere Gen- oder partielle Genomduplikationen
zuriickgefiihrt werden kann (Raes et al., 2003).

Obwohl Arabidopsis tiber elf verschiedene RAC/ROP Proteine verfiigt, gibt es kein Homolog
zur RAC1 Untergruppe der Monokotylen (RAC1, OsRACI1, ZmRACC, Fig. 2 in Schultheiss

et al., 2003b). Dies verwundert um so mehr, als dass OsRACI1 eine Komponente des
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pflanzlichen Abwehrsystems ist (Ono et al., 2001). Eventuell handelt es sich bei der RACI1

vermittelten Abwehr um eine fiir monokotyle Pflanzen spezifische Verteidigungsstrategie.

3.3.2 Molekulare Mechanismen der RAC/ROP Funktion

Die kleinen G-Proteine der RAC/ROP Familie sind Regulatoren vieler zelluldrer
Signalkaskaden. Da ein breites Spektrum exogener Signale an der Oberfliche der Pflanze
perzipiert, verarbeitet und weitergegeben wird, ist es nicht verwunderlich, dass fiinf der sechs
Gersten RAC/ROP Proteine in der Blattepidermis exprimiert sind. Die Ausnahme bildet
ROP4, dessen Expression auch im Mesophyll kaum nachgewiesen werden kann (Schultheiss
et al., 2002; Schultheiss et al., 2003b).

Durch die Bindung von GTP bzw. GDP sind RAC/ROP Proteine in ihrer Aktivitit regulierbar
(Yang, 2002). Aus diesem Grund kann ihre Aktivitit auch bei konstanter Transkriptionsrate
verandert werden. So wird keines der RAC/ROP Proteine in Gerste nach Inokulation mit Bgh
verstarkt exprimiert. Die Transkriptakkumulation von RacB, Rop6 und Racl bleibt konstant,
wihrend die Expression von Rac3 und RacD eher reduziert wird (unverdffentlichte Daten,

Schultheiss et al., 2002; Schultheiss et al., 2003b).

3.3.2.1 Funktionen der Typ I RAC/ROP Proteine

In Epidermiszellen der Gerste werden mit RACB und RACD zwei verschiedene Typ I
RAC/ROP Proteine exprimiert. Der transiente knock-down von RacB durch RNAI fiihrte in
den Wildtyp Gerstenlinien Ingrid und Pallas zu einer Verringerung des Besiedlungserfolgs
von Bgh, unabhéngig davon, ob als Induktor der RNAi dsRNA verwendet oder ein endogen
dsRNA bildendes hairpin-Konstrukt tiiberexprimiert wurde (Schultheiss et al., 2002;
Schultheiss et al., 2003b). Umgekehrt erhohte sich die Penetrationsrate von Bgh nach
Uberexpression von konstitutiv aktivem (CA) RACB, das durch gezielte Mutagenese der
GTPase-Domine erzeugt wurde (Schultheiss et al., 2003b). Da die Uberexpression des
Wildtyp RAC/ROP Proteins keine Anderung in der Gerste - Bgh Interaktion ergab (Fig. 4 in
Schultheiss ef al., 2003b) scheint die Verwendung von konstitutiv aktiven RAC/ROP
Proteinen bei Uberexpressionsexperimenten im Gerste - Bgh Pathosystem essentiell zu sein.
Kleine G-Proteinen sind stringent regulierte molekulare Schalter. Eine Uberexpression von
Wildtyp RAC/ROP fiihrt hochstwahrscheinlich zu einer Anreicherung der G-Proteine im
inaktiven Zustand. Durch die Mutagenese, die zum Austausch einer einzelnen Aminosiure
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fiihrt, wird die endogene GTPase-Funktion des RAC/ROP Proteins gehemmt, wodurch das
Protein nach einmaliger Aktivierung dauerhaft aktiv bleibt (Paduch et al.,, 2001). Ob
konstitutiv aktive RAC/ROP Mutanten fiir die Funktionsanalyse verwendet werden miissen,
hingt vom experimentellen System ab. So konnen Verdnderungen in der Morphogenese von
Pollenschliuchen und Wurzelhaaren auch durch die Uberexpression der Wildtyp RAC/ROPs
erreicht werden (Fu et al., 2001; Cheung et al., 2003), wihrend Experimente, die ROI
produzierende Prozesse bendtigen, scheinbar auf die konstitutive Aktivierung der RAC/ROPs
angewiesen sind (Kawasaki et al., 1999; Hassanain et al., 2000; Ono et al., 2001).

Analog zu den konstitutiv aktiven RAC/ROP Proteinen ist auch die Erzeugung von dominant
negativen (DN) RAC/ROPs moglich. Durch eine Mutation (N20) verfiigen die DN RAC/ROP
Proteine iiber eine hyperaktive GTPase Domiéne, die gebundenes GTP direkt zu GDP

Kontrolle CA RACB CARAC3

Aktin

DsRED

overlay

Aktin

DsRED

overlay

Abb. 3.2 Visualisierung des Aktinzytoskeletts nach Uberexpression von CA RACB und

CA RAC3 mittels konfokaler Lasermikroskopie

Die Gerstenepidermiszellen wurden transient mit RAC/ROP und DsRED (rot) transformiert. DsRED diente als
Transformationsmarker und ist zytoplasmatisch und im Kern lokalisiert. Die Abbildungen zeigt Projektionen von
20 - 30 optischen Schnitten mit je 3 pm Abstand.

Obere Hiilfte: Es sind keine deutlichen Unterschiede im Aufbau des Aktinzytoskeletts durch Uberexpression von
CA RACB und CA RAC3 im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen. In allen drei Féllen erkennt man parallel
verlaufende, schwach auf den Kern polarisierte Aktinfasern.

Untere Hilfte: AusschnittvergroBerungen der oberen Abbildungen zur Untersuchung der Anbindung des
Zellkerns an das Aktinzytoskelett. Nach Uberexpression von CA RACB und CA RAC3 zeigte sich keine
Anderung der Verbindung von Zellkern und Aktinzytoskelett.
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hydrolysiert, wodurch das G-Protein sofort nach der Aktivierung wieder inaktiv wird. Die
Uberexpression der DN Mutanten sollte, wahrscheinlich durch kompetitive Inhibition von
endogenem RAC/ROP, einen knock-down des G-Proteins simulieren. In dieser Arbeit flihrte
eine Uberexpression von DN RACB zu keinem Effekt in der Gerste - Bgh Interaktion, obwohl
der RNAi vermittelte knock-down von RacB die Penetration von Bgh deutlich reduzierte (Fig.
4 in Schultheiss ef al., 2003b). Man kann spekulieren, dass DN RAC/ROP das endogen
produzierte Wildtyp RAC/ROP auch von inhibitorischen Regulatoren verdridngt und sich so
der durch Bindung der aktivierenden Proteine erreichte DN RAC/ROP Effekt wieder aufhebt.
Auch konnte es sein, dass in diesem speziellen System die Aktivitdt des endogen produzierten
RACB ausreicht, um die notwendigen Signalkaskaden aufrechtzuerhalten. Zusétzlich konnte
eine Schwichung der RACB downstream Signale mittels einer Riickkopplungsschleife sogar
die Transkription des endogenen RacB aktivieren und somit den DN RACB vermittelten
Effekt umgehen. Gezeigt wurde diese Riickkopplung in Miusen, wo die Hemmung der Rho-
GTPase durch Statin zu einer Akkumulation der Rho-mRNA fiihrt (Laufs et al., 2000).

Da die Uberexpression von CA RACB die Anfilligkeit der Gerste gegen Bgh deutlich erhdht
(relative Penetrationsrate, rel. PE,: +45 %, Schultheiss et al., 2003b) und der transiente
knock-down von RacB zu einer verstarkten Resistenz fiihrt (rel. PE: - 44 %, Schultheiss et al.,
2002), kann RACB als Suszeptibilititsfaktor in der Interaktion von Bgh und Gerste
bezeichnet werden. Uber den molekularen Mechanismus der RACB Funktion kann jedoch nur
spekuliert werden.

Viele der zu RACB homologen Arabidopsis Typ 1 ROP Proteine konnten mit der Regulation
des Zytoskeletts in Verbindung gebracht werden (Molendijk et al., 2001; Fu et al., 2002; Gu
et al., 2003). Das Aktinzytoskelett spielt eine zentrale Rolle in pflanzlichen Entwicklungs-
und Wachstumsprozessen, wobei die longitudinalen Aktinfasern als Transportwege fiir
Proteine und Vesikel dienen (Kropf et al, 1998). Diese Funktion ist auch in der
Pathogenabwehr wichtig, da der gerichtete Transport von Abwehrkomponenten zur
Angriffsstelle hin gewihrleistet sein muss (Schmelzer, 2002). Aus diesem Grund wird
unmittelbar nach Erkennung des Pathogens das Zytoskelett umorganisiert, so dass die
Aktinfasern auf den Pathogenangriffsort fokussiert werden (Kobayashi et al., 1997).

Der Einfluss von RAC/ROP Proteinen auf die Zellpolaritit und die Organisation des
Zytoskeletts zeigt sich vor allem in nicht ausdifferenzierten, wachsenden Zellen. Die
Uberexpression von RAC/ROP Proteinen verindert hier das vorhandene polare Wachstum in
ein ungerichtetes (isotropes) Wachstum (Li et al., 1999; Fu et al., 2001; Molendijk et al.,

2001), wobei die molekularen Mechanismen allerdings noch nicht vollstindig geklirt sind.
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Der Einfluss der RAC/ROP Proteine auf das Zytoskelett verlduft wahrscheinlich {iber
verschiedene Signalwege, die letztlich alle zu einer Modulation des Zytoskeletts fiithren.
Humane RAC Proteine aktivieren Serin/Threonin Kinasen wie p65SPAK oder pl60ROCK, die
wiederum die Aktivitdt von Aktin-modifizierenden Enzymen wie zum Beispiel Aktin-
Depolymerisations-Faktoren (ADFs) regulieren (Hall, 1998; Maekawa et al., 1999). Dieser
Mechanismus scheint auch in Pflanzen konserviert zu sein, da das RACB homologe NtRACI
(91 % identisch) aus Tabak iiber die Steuerung der Aktivitit eines ADFs das
Pollenschlauchwachstum reguliert (Chen ef al., 2003).

AuBer durch Aktin-modifizierende Enzyme steuern RAC/ROP Proteine die Organisation des
Aktinzytoskeletts durch die Aktivierung des Phosphoinositol -Metabolismus (Kost et al.,
1999) und durch Regulation des intrazelluldren Calciumgradienten, der fiir alle Arten der
Zellpolaritit unverzichtbar ist (Li et al., 1999; Molendijk et al., 2001; Camacho und Malho,
2003). Der Einfluss von RAC/ROP Proteinen auf die Polaritit und den Calciumhaushalt der
Zelle ist fiir die Pathogenabwehr von entscheidender Bedeutung, da viele Abwehr-
mechanismen auf diese beiden Prozesse angewiesen sind (Kobayashi et al., 1997; Schmelzer,
2002). So konnte der Suszeptibilitdtsfaktor RACB antagonistisch zu der Konzentration der
zelluldren Abwehr auf die Angriffstelle wirken, wodurch die Penetrationschancen von Bgh in
die Wirtszelle steigen.

Allerdings bestimmen RAC/ROP Proteine nicht den Aufbau des Aktinzytoskeletts, sondern
regulieren nur dessen Umbau. So verdndert sich das Aktinzytoskelett von ausdifferenzierten
Gerstenepidermiszellen nach Uberexpression von CA RACB nicht (sieche Abb. 3.2), wihrend
CA RACB die Reorganisation des Zytoskeletts nach Inokulation mit Bgh behindert (pers.
Mitteilung K. Opalski und R. Hiickelhoven). Ein weiterer Aspekt in Bezug auf die
Modulation der Interaktion von Gerste und Bgh durch kleine G-Proteine ist die Verbindung
von Typ I RAC/ROPs mit dem Repressor der Pathogenabwehr MLO. Die durch RAC/ROP
Proteine erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration aktiviert iiber die Bindung an
Calmodulin auch MLO, wodurch die Abwehrreaktionen der Zelle gegen Pathogene reprimiert
werden (Kim et al., 2002a; Kim et al., 2002b).

Ein weiterer Hinweis auf eine Verbindung von MLO und RACB ergibt sich aus der Tatsache,
dass in der teilanféilligen mlo/rorl Mutante A89, deren mlo-Resistenz durch eine weitere
Mutation im Rorl-Locus geschwicht ist (Freialdenhoven er al., 1996), weder die
Uberexpression noch der knock-down von RacB einen Effekt auf die Gerste - Bgh Interaktion
zeigten (Schultheiss et al., 2002; Schultheiss et al., 2003b). RACB ist jedoch kein direkter

downstream Faktor von MLO, da die Uberexpression von CA RACB nicht ausreicht, um die
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mlo-Resistenz zu brechen (Tabelle 1 in Schultheiss et al., 2003b). Da die RNAi1 von RacB
auch in einer Mlo/rorl tragenden Linie ohne Wirkung war (unverdffentlichte Daten), kann
man iiber ein antagonistisches Verhalten von RACB zu RORI1 spekulieren. Genauere
Aussagen lassen sich jedoch erst machen, wenn das ROR1 Protein identifiziert ist.

Das zweite Typ I RAC/ROP Protein der Gerste, RACD, zeigte in der Gerste - Bgh Interaktion
keine Funktion (Fig. 5, Schultheiss et al., 2003b). Die Penetrationsrate von Bgh blieb nach
Uberexpression von CA RACD unverindert. Die Funktion von RACD ist daher fraglich, doch
aus der Literatur ist bekannt, dass die zu RACD homologen Typ I RAC/ROP Proteine
NtRAC1 und AtROP6 in die Regulation von Phytohormon vermittelten Signalkaskaden
involviert sind. NtRACI1 aktiviert die Auxinsynthese in Tabakpflanzen (Tao et al., 2002),
wihrend der Auxinantagonist Abscisinsdure (ABA) in Arabidopsis durch Inaktivierung von
AtRACI (entspricht AtROP6) das SchlieBen der Stomata reguliert (Lemichez et al., 2001).
Daher konnte die Funktion von RACD eventuell in der Regulation von Phytohormon-
responsiven Signalkaskaden liegen.

Allerdings tliberlappen Teile der Signalkaskaden von Pathogenabwehr und Phytohormonen, da
einige Phytohormone auch modulierend in Pathogenabwehrvorginge eingreifen. So fiihrt
beispielsweise die Erholung der Gerste von Trockenstress, der mit einer Akkumulation von
ABA verbunden ist, zu einem partiellen Bruch der mlo Resistenz (Newton und Young, 1996).
Auflerdem ist in Stomatazellen, deren gesamte Physiologie von Verdnderungen der ABA-
Konzentration abhéngt, die mlo-vermittelte Resistenz ebenfalls nicht wirksam (Baker et al.,

2000).

3.3.2.2 Funktionen der Typ Il RAC/ROP Proteine

Die Gruppe der Typ II RAC/ROP Proteine in Gerste beinhaltet die eng verwandten Proteine
RAC3 und ROP4 sowie ROP6 und RAC1. Die Uberexpression der konstitutiv aktiven Typ II
RAC/ROP Proteine fiihrte mit Ausnahme von RACI1 zur einer erhdhten Suszeptibilitit der
Gerste gegen Bgh. So steigerte die Uberexpression von CA RAC3 und CA ROP4 in der
Wildtyp Gerstenlinie Ingrid die Penetrationsrate um 38 % bzw. 41 %, wéhrend durch CA
ROP6 eine um 26 % erhohte Penetrationsrate erreicht wurde (Fig. 4, Schultheiss et al.,
2003b). Die durch CA ROP4 ausgeldste Hypersuszeptibilitit stellt allerdings eine artifizielle
Situation dar, da ROP4 natiirlicherweise nicht in der Epidermis der Gerste exprimiert wird
(Fig. 3, Schultheiss et al., 2003b). Eventuell aktiviert ROP4 in der Epidermis Signalkaskaden,

die normalerweise durch das eng verwandte RAC3 Protein ausgeldst werden.
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Die Funktion der Typ I RAC/ROP Proteine in anderen pflanzlichen Systemen beinhaltet
meist die Regulation der Produktion von O,” und H,O,. Zum Beispiel 16st CA OsRACI in
Reis eine erhohte ROI Akkumulation aus (Kawasaki et al., 1999; Ono et al., 2001). Da ROIs
eine wichtige Rolle sowohl in der Aktivierung als auch in der Inhibierung der HR spielen,
kénnte man erwarten, dass die Uberexpression von CA Typ II RAC/ROPs die HR-Raten im
Gerste - Bgh Pathosystem verdndert. Dies konnte allerdings fiir die Gersten RAC/ROPs nicht
bestitigt werden, denn die erhohte Suszeptibilitit der Gerstenepidermiszellen nach
Uberexpression der RAC/ROP Proteine beruht nur auf einer erhdhten Penetration und nicht
auf einer verdnderten HR-Rate (unveroffentlichte Daten und Table III in Schultheiss et al.,
2002). So fiihrte die Uberexpression von RAC3 (Typ II) und RACB (Typ I) zu dhnlichen
Effekten, unabhédngig davon ob als Transformationsmarker das nur in lebenden Zellen zu
sehende GFP (Sheen et al., 1995) oder der Marker GUS, der auch in Zellen nachgewiesen
werden kann, die eine HR vollziechen (Pontier et al, 1998), verwendet wurde
(unverdffentlichte Daten). AuBerdem wurden in keinem Experiment Unterschiede in der
Anzahl der transformierten, lebenden, d.h. GFP exprimierenden, Zellen pro Blatt im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt (unverdffentlichte Daten).

In Sédugern sind RAC Proteine entscheidend am Aufbau und/oder der Regulation des
Superoxidradikalanionen (O,")-generierenden NADPH-Oxidasekomplexes beteiligt (siche:
Bokoch und Diebold, 2002). Da in Pflanzen ein Homolog der katalytische Untereinheit der
NADPH-Oxidase, GP91PHOX, gefunden wurde, besteht die Moglichkeit, dass RAC/ROPs
auch in Pflanzen die Aktivitdt des NADPH-Oxidasekomplexes regulieren (Keller et al., 1998;
Torres et al., 1998). Es gibt experimentelle Hinweise, dass eine NADPH-Oxidase in die durch
RAC/ROP Proteine vermittelte Aktivierung der ROI Produktion involviert ist. So ist zum
Beispiel humanes RACI ist in der Lage, die ROI Akkumulation in Sojazellen zu steigern
(Park et al., 2000). Werden Saugerzellen mit den Typ I RAC/ROPs CA ZmRACA (homolog
zu RAC3) und CA ZmRACC (homolog zu RAC1) aus Mais transformiert, so erhéht sich die
0, -Produktion deutlich, wihrend die Uberexpression von CA ZmRACB (Typ I, homolog zu
RACB) einen nur geringen Effekt zeigt. Seltsamerweise fiihrt auch CA ZmRACD zu einer
verstirkten Superoxid-Akkumulation, obwohl es sich um ein zu RACD homologes Typ I
RAC/ROP Protein handelt (Hassanain et al., 2000). Insgesamt scheint aber die aus tierischen
Systemen bekannte Regulation der ROI Produktion durch RAC/ROP Proteine in Pflanzen
konserviert zu sein.

Die von der NADPH-Oxidase produzierten Superoxidradikalanionen besitzen in der

pflanzlichen Abwehr multiple Funktionen. In niedrigen Konzentrationen und im
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Zusammenspiel mit NO wirkt O," als Signalmolekiil zur Verhinderung des programmierten
Zelltods (Delledonne et al., 2001). Diese Korrelation zwischen der O,” Akkumulation und
dem Uberleben der Zelle zeigt sich auch im Gerste - Bgh Pathosystem. Gelingt es Bgh, eine
Epidermiszelle zu penetrieren und am Leben zu erhalten, kommt es zu einer eventuell vom
Pilz induzierten Anreicherung von O,” um die Penetrationsstelle (Hiickelhoven und Kogel,
2003). In Zellen, die erkennbar eine HR vollziehen, wurde hingegen nie eine
Superoxidakkumulation nachgewiesen. Oft zeigt sich aber in deren Nachbarzellen eine O;~
Akkumulation, die eventuell zur Verhinderung einer Ausbreitung der Zelltodreaktion beitragt
(Hiickelhoven und Kogel, 2003).

Andererseits ist O," in hoheren Konzentrationen toxisch und fiihrt dann zur Auslésung von
Zelltod. Dies wird besonders in der Arabidopsis Isdl Mutante deutlich, die auf Grund einer
Mutation in einem Transkriptionsfaktor {iber eine nur sehr geringe O, detoxifizierende SOD-
Aktivitit verfiigt. Dies resultiert in einer Hypersensibilitit gegeniiber Superoxid, weshalb jede
Anreicherung von O," zu einer sich ausbreitenden Zelltodreaktion flihrt (Jabs et al., 1996;
Dietrich et al., 1997; Kliebenstein et al., 1999). Die exakte Regulation der lokalen
Superoxidkonzentrationen ist daher fiir die korrekte Funktion aller O,” beinhaltenden
Prozesse entscheidend.

Eine weitere erst kiirzlich beschriebene Funktion des O,” ist der Aufbau von intrazelluldren
Calciumgradienten. Durch ~ Akkumulation von  Superoxidradikalanionen in der
Wurzelhaarspitze wird eine lokale Hyperpolarisation der apikalen Region der
Plasmamembran und die folgende Offnung von Calcium-selektiven Ionenkanilen induziert
(Foreman et al., 2003). Der so entstehende intrazelluldre Calciumgradient ist Voraussetzung
fiir das polare Wachstum der Wurzelhaare. Sollte die Superoxid-generierende NADPH-
Oxidase durch Typ II RAC/ROPs reguliert werden, so ergdbe sich auch fiir RAC/ROP
Proteine des Typs II wie schon fiir die des Typs I eine Verbindung zu Abwehr- und polaren
Wachstumsprozessen der Pflanze.

AuBerdem dient O," als Substrat von Superoxiddismutasen (SOD), die die Produktion von
H,0, katalysieren, so dass die Aktivierung der NADPH-Oxidase auch zur Erh6hung der H,O;
Level fithren kann. OsRACI1 iiberexprimierender Reis zeigt beispielsweise eine erhohte H,O,
Produktion, die sich mit DPI (Diphenyliodonium), einem Inhibitor der NADPH-Oxidase,
reprimieren ldsst (Kawasaki et al., 1999). Die erhohte H,O, Konzentration ist Voraussetzung
fiir die erhohte Resistenz von OsRAC] iiberexprimierendem Reis gegen den hemibiotrophen
Pilz Magnaporthe grisea (Ono et al., 2001). Die Funktionen von H,O; in der Pathogenabwehr

sind vielfdltig: Neben einer antimikrobiellen Wirkung wird H,O, zur Quervernetzung der
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Zellwiande benétigt, wodurch die Penetration der Pathogene in die Zelle erschwert wird
(Brisson et al., 1994; Mehdy, 1994). AuBlerdem ist die Akkumulation von H,O, unerlésslich
fiir die Auslosung der HR, die einen entscheidenden Beitrag zur Resistenz gegen viele
Pathogene liefert (Levine et al., 1994; Ono et al., 2001).

Ein direkter Nachweis des Zusammenhangs von RAC/ROP Aktivitdt und ROI Akkumulation
ist in Gerste allerdings bisher nicht gelungen (unverdffentlichte Daten).

Die Uberexpression von CA RAC] fiihrte zu keiner Verinderung der Penetrationsrate von
Bgh in Gerste (Fig. 4 in Schultheiss et al., 2003b), obwohl das RAC1 homologe OsRACI in
Reis zu einer verstirkten H,O, Produktion und zu einer erhohten Resistenz gegen den
hemibiotrophen Pilz Magnaporthe grisea fiihrt (Ono et al., 2001). Allerdings wird OsRAC1
mit einer Resistenzgen vermittelten rassenspezifischen Abwehr in Verbindung gebracht (Ono
et al., 2001), wihrend RAC1 auf seine Funktion in einer kompatiblen Interaktion mit Bgh
getestet wurde. Auch unterscheiden sich die molekularen Mechanismen der
Reis - Magnaporthe Interaktion vollig von denen im Gerste - Bgh Pathosystem. So ist in die
Signaltransduktion nach Magnaporthe Inokulation ein heterotrimeres G-Protein involviert,
das downstream OsRACI aktiviert (Suharsono et al., 2002), wahrend im Gerste - Bgh System
eine Beteiligung von heterotrimeren G-Proteinen an der kompatiblen Interaktion
ausgeschlossen werden kann (Kim et al., 2002b). Da auch die Ahnlichkeit von RAC1 und
OsRACI (85 %) im Vergleich zu anderen Reis und Gersten RAC/ROP Proteinen einer
Untergruppe relativ gering ist, kann man spekulieren, dass RAC1 und OsRACI in Gerste und
Reis keine identischen Funktionen erfiillen.

Alternativ konnte man fiir einige der Typ II RAC/ROPs, dhnlich wie fiir RACD, eine
Funktion in Phytohormon gesteuerten Signalkaskaden postulieren, da fiir das Typ II
RAC/ROP Protein AtROP10 eine inhibitorische Rolle in ABA vermittelten Signalkaskaden
gezeigt werden konnte (Zheng et al., 2002).

3.3.2.3 Lokalisation und Funktion der RAC/ROP Proteine

Zur Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation der RAC/ROP Proteine aus Gerste wurden
GFP-RAC/ROP Fusionskonstrukte hergestellt. Die fiir die Lokalisation verantwortliche
hypervariable Domine (HVR), in der die posttranslational modifizierbaren Cysteinreste
liegen, befindet sich am C-Terminus der RAC/ROPs. Um die Funktion der HVR nicht zu
beeintrichtigen, wurde GFP immer an das N-terminale Ende der RAC/ROPs fusioniert.
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Die Uberexpression der GFP-RAC/ROP Fusionskonstrukte zur Bestimmung der
intrazelluldren Lokalisation ergab fiir alle Typ II RAC/ROPs der Gerste eine konstitutive
Plasmamembranassoziation (siche Abb. 3.3 und Fig. 6 in Schultheiss et al., 2003b), obwohl
keines der Typ II RAC/ROPs iiber eine funktionelle C-terminale Isoprenylierungsstelle
(CaaX-Box) verfiigt, die bei vielen G-Proteinen Voraussetzung zur Membranassoziation ist

(Thompson und Okuyama, 2000). Wie jedoch mit RAC/ROP Proteinen aus Arabidopsis und
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Abb. 3.3 Intrazellulire Lokalisation der konstitutiv aktiven RAC/ROP Proteine mittels

konfokaler Lasermikroskopie

Die Gerstenepidermiszellen wurden transient mit GFP:RAC/ROP (griin) und DsRED (rot) transformiert.
DsRED diente als zytoplasmatisch und Kern-lokalisierte Kontrolle. Die overlays des GFP und des DsRED
Kanals zeigen bei Kolokalisation eines roten und griinen Pixels eine Gelbfirbung. Die Abbildung zeigt
Projektionen von 20 - 30 optischen Schnitten mit je 3 pm Abstand.

(A) GFP und DsRED =zeigen cine &hnliche intrazellulire Lokalisation. Beide Proteine sind sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert.

(B) Kotransformation von Gerstenepidermiszellen mit DsRED und den konstitutiv aktiven (CA) Typ I
GFP:RAC/ROPs CA GFP:RACB und CA GFP:RACD. Das Fusionsprotein CA GFP-RACB ist grofitenteils an
die Plasmamembran assoziiert, wihrend der Hauptteil von CA GFP-RACD sowohl im Zellkern als auch an der
Plasmamembran lokalisiert ist.

(C) Kotransformation von Gerstenepidermiszellen mit DsSRED und den CA Typ II GFP:RAC/ROPs. Alle CA
Typ I RAC/ROPs zeigen eine deutliche Plasmamembranassoziation, wobei ROP4 auch zu einem kleinen Teil
im Kern lokalisiert ist.
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Mais gezeigt wurde, hingt die Membranlokalisation der Typ II RAC/ROPs von einer
Palmitoylierung der Cysteine innerhalb der polybasischen Domine ab (Ivanchenko et al.,
2000; Lavy et al., 2002).

Da die permanente Lokalisation der Typ I RAC/ROPs an der Plasmamembran (PM) iiber
Artengrenzen hinweg konserviert ist, muss sie essentiell sein. So verliert RAC3 seine
Funktion in der Gerste - Bgh Interaktion, wenn die PM-Lokalisation durch Entfernung der fiir
die Lokalisation verantwortlichen C-terminalen HVR verhindert wird (Fig. 6 in Schultheiss et
al.,2003b).

Auch Typ I RAC/ROP Proteine sind an der PM lokalisiert, wie durch Uberexpression der
entsprechenden N-terminalen GFP-Fusionskonstrukte gezeigt werden konnte (siche Abb. 3.3
und Fig. 6 in Schultheiss et al., 2003b). Allerdings war die Assoziation an die Membran im
Vergleich zu den Typ I RAC/ROPs weniger ausschlieBlich. So konnte CA GFP-RACB aufler
an der PM auch zu geringen Teilen im Kern und im Zytoplasma gefunden werden, wihrend
CA GFP-RACD fast ausschlieBlich im Kern und an der PM akkumulierte. Fiir Typ I
RAC/ROPs aus Arabidopsis konnte entweder eine konstitutive PM Assoziation (Fu ef al.,
2002; Nakanomyo et al., 2002) oder eine Lokalisation ausschlieBlich im Zytoplasma gezeigt
werden (Bischoff ez al., 2000).

Fiir die Anlagerung der Gersten Typ I RAC/ROPs an die PM ist wie auch bei den humanen
RAC Proteinen eine C-terminale CaaX-Box verantwortlich, die posttranslational isoprenyliert
wird (Thompson und Okuyama, 2000). Wird ein verkiirztes GFP-RACB Konstrukt, das liber
keine CaaX - Box mehr verfiigt (CA GFP-RACBACSIL), in Gerstenepidermiszellen
iiberexprimiert, so befindet sich dieses Protein ausschlieBlich im Zytoplasma und im Zellkern.
Auch zeigt das verkiirzte und deshalb falsch lokalisierte CA RACBACSIL Protein keine
Funktion in der Modulation der Gerste - Bgh Interaktion (Fig. 6 in Schultheiss et al., 2003b).
Die Isoprenylierung der CaaX - Box ist also fiir die Lokalisation und Funktion von RACB
essentiell.

Da alle RAC/ROPs auch als Wildtyp GFP-RAC/ROP Fusionsproteine konstitutiv an die
Plasmamembran assoziiert sind (unverdffentlichte Daten), scheint der aus Tieren bekannte
Kreislauf von inaktivem RAC im Zytoplasma und aktivem RAC an der PM (Hall, 1998) in
Pflanzen nicht adiquat zu existieren. Die strikte und konstitutive Lokalisation der
pflanzlichen RAC/ROP Proteine ldsst die Spekulation zu, dass sowohl die up- als auch
downstream Elemente der RAC/ROPs, wie eventuell Ionenkanidle, MLO und NADPH-

Oxidase in oder an der Plasmamembran lokalisiert sind.
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3.3.3 RAC/ROP Proteine als Suszeptibilititsfaktoren

Zur Besiedlung der Gerste muss Bgh drei aufeinanderfolgende Ereignisse initiieren. Erstens
muss die Zellwand der Wirtszelle durchbrochen und die Plasmamembran zur Etablierung des
Haustoriums eingestiilpt werden. Zweitens ist die Suppression der Abwehr des Wirts notig,
und drittens sollte die Wirtszelle solange am Leben bleiben und Nahrstoffe liefern, bis der
Lebenszyklus des Mehltaupilzes abgeschlossen ist (Schulze-Lefert und Vogel, 2000;
Panstruga, 2003). Jede der drei Stufen erfordert vom Pilz ausgehende Signale, die ,,normale*
Stoffwechselvorginge der Wirtszelle zum Nutzen des Pilzes umprogrammieren.

Bestimmte Mutationen seitens der Pflanze konnen zum Ausfall einzelner vom Pathogen
bendtigter pflanzlicher Komponenten fithren. Die so erworbene Resistenz gegen den Erreger
beruht damit nicht auf einer konstitutiven Aktivierung der pflanzlichen Pathogenabwehr, wie
es beispielsweise bei den cpr- und Isd-Mutanten aus Arabidopsis der Fall ist (Bowling et al.,
1994; Dietrich et al.,, 1997), sondern auf dem Verlust bestimmter fiir die Pathogenese
essentieller Faktoren, die auch als Suszeptibilitdtstaktoren bezeichnet werden. Da durch den
Ausfall eines endogenen Proteins auch andere zelluldre Prozesse gestort werden, zeigen die
resistenten Pflanzen oft pleiotrope Effekte. Einhergehend mit einer verringerten Vitalitét ist
oft das Wachstum reduziert oder die Morphogenese verdndert, so dass sich diese resistenten
Mutanten in der Natur nicht durchsetzen kénnen (Vogel und Somerville, 2000; Toyoda et al.,
2002).

Die bisher bekannten pflanzlichen Suszeptibilititsfaktoren wirken durch sehr unterschiedliche
Mechanismen auf die Wirt - Pathogen Interaktion. So handelt es sich bei PMR6, einem
Suszeptibilititsfaktor im Arabidopsis - Erysiphe cichoracearum Pathosystem, um eine in der
Plasmamembran lokalisierte Pektinlyase. Die Mutation des Pmr6-Gens fiihrt, neben einer fast
vollstindigen Resistenz gegen E. cichoracearum, zu Kleinwuchs und zu Veridnderungen im
Zellwandautbau (Vogel et al., 2002). Warum pmr6-Mutanten resistent sind, ist nicht sicher
geklirt. Es wird aber vermutet, dass der Ausfall der Pektinlyase zu einer Uberladung der
extrahaustorialen Matrix mit Pektin fiihrt, wodurch die Erndhrungssituation des Pilzes so
verschlechtert wird, dass er vor Vollendung seines Lebenszyklus abstirbt (Vogel et al., 2002).
Andere Suszeptibilititsfaktoren werden vom Pathogen benétigt, um Abwehrreaktionen in den
attackierten Pflanzenzellen und im umgebenden Gewebe zu verhindern. So fiihrt ein Defekt in
der MAPKKK EDRI aus Arabidopsis zu einer verstirkten und linger andauernden
Abwehrreaktion gegen Mehltaupilze (Frye und Innes, 1998). Das Pathogen wird in einer
edrl-Pflanze erst sehr spit durch eine grofflachige Mesophyll-HR gestoppt. Wahrscheinlich
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dient EDR1 normalerweise der Eindimmung von Zelltodreaktionen und wird von E.
cichoracearum aktiv genutzt, um die zelluldre Abwehr zu inhibieren (Frye et al., 2001).
Selbst wenn die Pathogenese-unabhingigen Mechanismen der RAC/ROP Funktion in der
Pflanze geklart wéren, so bliebe die Frage wie einige der RAC/ROP Proteine als
Suszeptibilititsfaktoren im Gerste - Bgh Pathosystem fungieren.

Die beiden folgenden Kapitel geben einen Uberblick iiber mogliche Interaktionen von

RAC/ROP-Proteinen und Suszeptibilitits- bzw. Pathogenitétsfaktoren.

3.3.3.1 Kooperation der RAC/ROPs mit anderen Suszeptibilititsfaktoren

Der knock-down des kleinen G-Proteins RACB fiihrte zu einer erhdhten Resistenz der Gerste
gegen Bgh, wihrend die Uberexpression von RACB, RAC3, ROP4 und ROP6 die
Anfilligkeit verstirkte (Schultheiss et al., 2002; Schultheiss et al, 2003b). Da ROP4
natiirlicherweise nicht in der Epidermis exprimiert wird, sind somit drei der sechs RAC/ROP
Proteine Suszeptibilititsfaktoren im Gerste - Bgh Pathosystem. Der Wirkmechanismus ist
noch ungeklért, aber scheinbar ergeben sich Verbindungen zu anderen beschriebenen
Suszeptibilitdtsfaktoren, wie zum Beispiel PMR4 und MLO.

Das Arabidopsis Pmr4-Gen kodiert fiir eine Kallosesynthase, die spezifisch durch biotischen
und abiotischen Stress aktiviert wird. Die pmr4-Mutante zeigt keine Kalloseablagerungen in
Papillen, ist aber resistent gegen Mehltaupilze. Die Resistenz gegen Erysiphe cichoracearum
beruht auf Zelltodreaktionen unterhalb der Infektionsstelle. Auch hier ist der Resistenz-
auslosende Mechanismus noch nicht geklirt, es wird aber spekuliert, dass die fehlende
Kalloseablagerung von der Zelle erkannt wird, und dies zur Verstirkung der nachfolgenden
AbwehrmaBnahmen fiihrt (Nishimura er al, 2003). Aus Hefe ist bekannt, dass kleine
G-Proteine der Rho Familie die der Kallosesynthase homologe B-(1-3)-Glukansynthase
aktivieren (Qadota et al., 1996). In Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass ROP1 in einem
Mitose-spezifischen Kallosesynthasekomplex gebunden ist (Verma und Hong, 2001). Sollte
sich die regulatorische Funktion der RAC/ROP Proteine in der Kallosesynthese auch in
Gerste bestdtigen, wiirde der knock-down von RAC/ROP den Kallosesynthasekomplex
hemmen. Analog zur pmr4-Mutante sollte die Verringerung der Kalloseablagerung in den
Papillen zur Aktivierung der nachfolgenden Abwehrreaktionen und somit zu erhohter
Resistenz der Gerste gegen Mehltau fiihren (siche Abb. 3.4 C).

Der Ausfall des Transmembranproteins MLO vermittelt vollstindige Resistenz der Gerste

gegen Bgh (Jorgensen, 1992; Biischges et al., 1997). Wie die meisten Mutationen in
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Suszeptibilititsfaktoren fiihrt auch die mlo-Mutation zu pleiotropen Effekten. So zeigen sich
bei dlteren Pflanzen Lésionen auf den Blittern, die spontanen Zelltodreaktionen
zuzuschreiben sind (Jorgensen, 1992).

Das MLO Protein scheint allgemein ein negativer Regulator der Pathogenabwehr zu sein, da
alle Abwehrmechanismen gegen Bgh im mlo-Mutanten zwar nicht konstitutiv exprimiert, aber
bei Pathogenbefall deutlich schneller und stérker induziert werden (Freialdenhoven et al.,
1996; Peterhinsel et al., 1997). Dies fiithrt zu einer vollstindigen Penetrationsresistenz, die
mit einer starken Akkumulation von H,O, und PR-Proteinen einhergeht (Peterhinsel et al.,
1997; Hiickelhoven et al., 1999). Die Funktion des MLO Proteins liegt wahrscheinlich in
einer Begrenzung der Abwehrreaktionen, die sowohl durch Anreicherung zytotoxischer
Substanzen als auch durch eine zu starke Ausbreitung von Zelltodreaktionen die gesamte
Pflanze gefihrden wiirden (Piffanelli et al., 2002; Toyoda et al., 2002). Ein Hinweis auf die
Abwehr-modulierende Funktion von MLO ergibt sich aus der Tatsache, dass die
Uberexpression von MLO in anfilligen Wildtyplinien zur Hypersuszeptibilitit fiihrt (Kim et
al., 2002b), das bedeutet die Suppression der Abwehr durch MLO unter der Kontrolle seines
eigenen Promotors ist unvollstindig. Somit hat die Gerstenpflanze die Moglichkeit, durch
genaue Regulation der MLO Konzentration, eine Balance zwischen ausreichender
Pathogenabwehr und Schutz der Wirtszellen zu halten.

Allerdings scheint diese Balance fiir einige Pathogene nicht optimal eingestellt zu sein. So ist
eine komplette Repression von MLO optimal, um Bgh abzuwehren, wihrend die Inhibition
von MLO nach Befall mit Magnaporthe grisea und Bipolaris sorokiniana zu erhohter
Anfilligkeit fiihrt (Jarosch et al., 1999; Kumar et al., 2001).

Die Rolle der RAC/ROP Proteine in der Regulation der Abwehrreaktionen durch MLO ist
noch nicht sicher nachgewiesen, aber durch die Ergebnisse dieser Arbeit naheliegend (siche
Abb.3.4B) Die Aktivierung von RAC/ROP Proteinen fiihrt zur Offoung von
Calciumkanilen, wodurch die intrazellulire Calciumkonzentration steigt (Li et al., 1999;
Molendijk et al., 2001). Die erhohte Konzentration an Calciumionen bedingt, liber die
Bindung an Calmodulin, eine Aktivitdtssteigerung von MLO, wodurch die Zelle suszeptibler
gegen Bgh wird (Kim et al., 2002b).

Die Resistenz vermittelnde m/o-Mutation ist abhéngig vom Vorhandensein des downstream
Effektors ROR1 (Freialdenhoven et al., 1996). Auch der Resistenz-erhohende Effekt des
knock-down von RAC/ROP ist auf funktionelles ROR1 angewiesen (Schultheiss et al., 2002;
Schultheiss et al., 2003b). Somit ist neben der indirekten Aktivierung von MLO durch

RAC/ROP auch eine Konvergenz in den nachgeschalteten Signalkaskaden wahrscheinlich.
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3.3.3.2 RAC/ROP Proteine als Angriffspunkte fiir Pathogenitiitsfaktoren

Der Angriff eines Pathogens auf eine Pflanze fiihrt zu einer massiven Verdnderung des
Metabolismus und der intrazelluliren Morphologie. Die Reorganisation des Zytoskeletts ist
dabei  Voraussetzung fiir die konzentrierte = Akkumulation von = Zytoplasma,
Zellwandbestandteilen und antimikrobiellen Substanzen am Ort der Infektion (Schmelzer,
2002). So erhohen viele tierische, aber auch einige pflanzliche Pathogene ihre
Infektionschancen, indem sie die Ausrichtung des Zytoskeletts auf den Angriffsort verhindern
oder verlangsamen (Belyi, 2002; Biittner und Bonas, 2003). Dies soll im Folgenden an den
Infektionsstrategien einiger ausgewéhlter bakterieller Krankheitserreger erldutert werden.
Viele dieser Erreger verfiigen iiber ein sogenanntes Typ III Sekretionssystem, das es dem
Pathogen ermoglicht, Effektormolekiile direkt in die Wirtszelle einzuspritzen (Galan und
Collmer, 1999). Ein groBler Teil der Typ III Effektoren greift das Zytoskelett direkt oder
indirekt an. So verhindert zum Beispiel das C2 Toxin von Clostridium botulinum die
Aktinpolymerisation durch ADP-Ribosylierung der Aktinmonomere. Andere Typ III
Effektorproteine modifizieren Zytoskelett-regulierende Proteine wie die kleinen G-Proteine
der Rho Familie und erreichen so einen Umbau des Aktinzytoskeletts. Je nach Pathogen und
Infektionsstrategie werden die kleine G-Proteine aktiviert bzw. inhibiert (Barbieri et al.,
2002). So hemmt das YopE Toxin aus Yersinia RHO Proteine, indem es die intrinsische
GTPase der RHO Proteine aktiviert, wihrend das gleichzeitig injizierte YopT die C-terminale
hypervariable Domine der RHO GTPasen proteolytisch abtrennt und das Protein somit
irreversibel inaktiviert. Beide Prozesse fithren zur Depolymerisation von Aktinfasern und
reduzieren somit den gerichteten Transport der zelluldiren Abwehrkomponenten. Bei SopE aus
Salmonella typhimurium handelt es sich um einen Faktor, der das an inaktives RAC
gebundene GDP gegen GTP austauscht und das RAC Protein somit aktiviert (Steele-
Mortimer et al., 2000). Die Aktivierung von RAC fiihrt zur Ausbildung von Membranfalten
und Filopodien, die es dem Pathogen erleichtern, in die Zelle einzudringen.

In Pflanzen ist nur wenig iiber die Funktion Pathogenese-fordernder Effektormolekiile
bekannt. Zwar wurden viele pilzliche AVR-Proteine isoliert, aber diese wurden bislang nur im
Bezug auf die Auslosung der HR in der rassenspezifischen Resistenz untersucht. Heute geht
man davon aus, dass AVR-Proteine in der kompatiblen Interaktion als Virulenz- bzw.
Pathogenitétsfaktoren fungieren (Biittner und Bonas, 2003).

Das AVR-Protein AvrPphB von Pseudomonas syringae fiihrt in resistenten, das R-Gen Rps5
tragenden Arabidopsis Pflanzen zur HR (Warren et al., 1999). In Pflanzen, die nicht {liber
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RPSS5 verfiigen, ist AvrPphB ein Pathogenitétsfaktor, der in Struktur und Funktion hohe
Homologien zu dem Yersinia Typ IlI Effektor YopT zeigt (Shao et al., 2002). Bei AvrPphB
handelt es sich um eine Protease, die eine zytoplasmatische Kinase (PBS1) inaktiviert (Shao
et al., 2003). Die Funktion dieser Kinase in der pflanzlichen Signaltransduktion ist noch nicht
bekannt, aber es ist zu vermuten, dass der Ausfall der PBS1 Signalkaskade die Pathogenese

von Pseudomonas erleichtert oder iiberhaupt erst ermoglicht.

; (m0) ;
Tm ]\
Typ |
— RAGROP
Typ |
RAC/ROP
C
¢ ( GLS‘\ \
/ Typl
Aktin | ¢——| Ca?*
Andere Pathogen- RAGROP - RAC/ROP
abwehrmechanismen T T

Abb. 3.4 Hypothetische Darstellung der Verbindung von RAC/ROP Proteinen mit

Komponenten des zelluliren Pathogenabwehrsystems

Beschreibung siche Text.

Abkiirzungen:  ADF:  Aktindepolymerisationsfaktor, ~CaM: Calmodulin, GLS:  Glukansynthase,
IK: Calcium-Ionenkanal, NADPHox: NADPH-Oxidase, PAP: Papille, RLK: Rezeptor-/ike Kinase

Eine wichtige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Pathogenese ist die Repression der
pflanzlichen Abwehr. Der Typ III Effektor AvrPtoB aus P. syringae hemmt den pflanzlichen
programmierten Zelltod, der zur Abwehr des Pathogens notwendig ist. Dabei ist die
Hemmung des PCD durch AvrPtoB sehr effektiv und breit wirksam, da auch Zelltod inhibiert
wird, der durch H,O, oder den tierischen proapoptotischen Faktor BAX ausgelost wurde
(Abramovitch et al., 2003).

Obwohl ein Einfluss mikrobieller Pathogenitdtsfaktoren auf das Zytoskelett oder die ROI-
Produktion in Pflanzen bisher noch nicht gezeigt wurde, ist davon auszugehen, dass auch
pflanzliche Pathogene die Erfolgsaussichten ihrer Pathogenese erhohen, indem sie das

Zytoskelett und oder die pflanzliche Abwehr storen.
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Analog zu tierischen Pathosystemen wéren die kleinen G-Proteine der RAC/ROP Familie
ideale Ziele solcher Effektoren. So fiihrt die Fehlregulation der RAC/ROPs zu Verdnderungen
im Aufbau des Zytoskeletts, der Aktivierung der NADPH-Oxidase (siche Abb. 3.4 D), dem
Zusammenbruch von intrazelluldren Calciumgradienten und eventuell auch zu einer erhdhten
Kallosesynthese (Li et al., 1999; Verma und Hong, 2001; Foreman et al., 2003). All diese
Prozesse wirken sich wie auch die Uberexpression verschiedener RAC/ROP Proteine
wahrscheinlich negativ auf die Abwehrbereitschaft der Pflanze aus (Schultheiss et al., 2003b).
Die Stérung des Aktinzytoskeletts fithrt zu einem langsameren und ineffizienteren Transport
von Abwehrkomponenten sowie zu einer verringerten Konzentration der Abwehrmaf3inahmen
auf die Angriffstelle (Schmelzer, 2002). Im Gerste - Bgh Pathosystem erfolgt direkt nach
Erkennung des Pathogens eine massive Umlagerung des Zytoskeletts, die fiir eine effektive
Abwehr essentiell ist. So korreliert die Verhinderung der Reorganisation des Zytoskeletts mit
einer erhohten Penetrationsrate von Mehltaupilzen in Gerste (Kobayashi et al., 1997). Auch
kommt es unmittelbar nach Penetration zu einer erneuten Umgestaltung des Zytoskeletts
(personliche Mitteilung K. Opalski und R. Hiickelhoven). Diese wird wahrscheinlich durch
ein Signal des penetrierenden Pilzes ausgelost und ist Voraussetzung fiir die Einstiilpung der
Plasmamembran zur Etablierung eines Haustoriums. Der Einstlilpungsprozess ist assoziiert
mit einem polaren Membranwachstum an der Spitze des Haustoriums. Man kann spekulieren,
dass die Aktivitdt der RAC/ROP Proteine fiir diese Art von ,,invertiertem* polarem Wachstum
notwendig ist (siche Abb. 3.4 A).

Neben der Storung des Zytoskeletts wiirde die Aktivierung der RAC/ROP Proteine durch Bgh
auch weitere die allgemeine Abwehr schwichende Folgen haben. So scheint die
wahrscheinlich von RAC/ROP gesteuerte Ablagerung von Kallose in den Papillen, andere
Abwehrreaktionen zu inhibieren (Nishimura et al, 2003). Die gesteigerte
Superoxidproduktion durch die RAC/ROP aktivierte NADPH-Oxidase flihrt im
Zusammenspiel mit H,O, und Kupferionen zur Bildung von Hydroxylradikalen (Haber-Weil3-
Reaktion), die eine Lockerung der Zellwand durch Degradation von Polysacchariden
induzieren und somit die Penetration von Bgh erleichtern (Fry, 1998; Schopfer et al., 2002).
AuBerdem hemmt die RAC/ROP abhingig erhohte O,” Konzentration gemeinsam mit NO die
Auslosung der HR (Delledonne et al., 2001) und verdndert iiber ROI-aktivierte Ionenkanile
den Calciumhaushalt der Zelle (Foreman et al., 2003). Eine erhdhte Calciumkonzentration
beeinflusst die Zellpolaritit (Li et al, 1999), wodurch die Fokussierung der Abwehr-

mafinahmen eventuell verringert wird und aktiviert gleichzeitig das MLO Protein (siche

53



DISKUSSION

Abb. 3.4 B und D), wodurch das gesamte pflanzliche Pathogenabwehrsystem weiter gehemmt
wird (Kim et al., 2002b).

Es ist sehr wahrscheinlich, dass auch Bgh verschiedene Effektorproteine in die pflanzliche
Wirtszelle einbringt, die aber bisher nur in ihrer Eigenschaft als Resistenz auslosende AVR-
Proteine untersucht wurden. In Zukunft miissen die AVR-Proteine isoliert und Funktionen in
der kompatiblen Interaktion iiberpriift werden. Bei der Identifikation der pflanzlichen
Zielproteine der AVR-Proteine sollte den kleinen G-Proteinen der RAC/ROP Familie
besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden. Im Falle einer durch Bgh induzierten
RAC/ROP Aktivierung konnten viele der fiir die Bgh-Pathogenese typischen Verdnderungen

in der Akkumulation von ROIs und der Organisation des Zytoskeletts erkldrt werden.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Der Echte Gerstenmehltaupilz, Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh), ist ein obligat
biotropher Ektoparasit der Gerste (Hordeum vulgare 1L.). Die Penetration der
Epidermiszellwand durch den Pilz ist Voraussetzung zur Einstiilpung der Plasmamembran
und der nachfolgenden Etablierung von Haustorien, die der Erndhrung des Pathogens dienen.
Zur Verhinderung der Penetration der Zellwand verfiigt die Gerste unter anderem tiiber ein
apoplastisch wirkendes Abwehrsystem. Die Expression des apoplastischen pathogenesis re-
lated (PR) Protein 1B in Gerstenblittern nach Bgh Inokulation korrelierte zeitlich und rdum-
lich mit den Resistenzreaktionen verschiedener anfélliger und resistenter Gerstenlinien. Zur
funktionellen Analyse wurde die Expression von PR-/b durch RNA Interferenz mittels tran-
sienter biolistischer Transformation von PR-1/b-dsRNA inhibiert. Da der transiente knock-
down von PR-1b die Penetrationsresistenz der Gerste erniedrigte, handelt es sich bei PR-1B
wahrscheinlich um ein Protein des extrazelluldren Pathogenabwehrkomplexes.

Viele Erreger beeinflussen pflanzliche Signaltransduktionskaskaden, um bestimmte physiolo-
gische Eigenschaften der Wirtszelle wie zum Beispiel den Aufbau des Zytoskeletts und den
Redoxzustand ihren Bediirfnissen anzupassen. An diesen Prozessen sind in tierischen wie
auch in pflanzlichen Systemen kleine G-Proteine der RAC/ROP Familie beteiligt. In einem
PCR-basierten Kandidatengenansatz wurden sechs unterschiedliche Gersten-cDNA-Sequen-
zen identifiziert, die fiir RAC/ROP Proteine der Gerste kodieren. Der transiente knock-down
von RACB durch RNA Interferenz erhohte die Penetrationsresistenz von Wildtyp Gerstenli-
nien gegeniiber Bgh. In Gerstenlinien, die einen Defekt im Rorl- Gen aufweisen, zeigte der
knock-down von RACB jedoch keinen Effekt. Dies bedeutet, dass die durch RNAi von RacB
vermittelte Resistenz, ebenso wie die mlo-Resistenz von funktionellem ROR1 abhingig ist.
Die Uberexpression von konstitutiv aktiviertem RACB, RAC3, ROP4 und ROP6 fiihrte zu ei-
ner erhdhten Anfilligkeit von Gerste gegen Bgh, wihrend die Uberexpression von konstitutiv
aktivem RAC1 und RACD keinen Einfluss auf die Gerste - Bgh Interaktion zeigte. Somit
sind einige der kleinen G-Proteine spezifische Suszeptibilititsfaktoren in der Regulation der
Penetrationsresistenz  von Gerste gegen Bgh. Die intrazellulire Lokalisation von
GFP:RAC/ROP Fusionsproteinen zeigte eine konstitutive Assoziation aller RAC/ROP
Proteine mit der Plasmamembran. Diese ist fiir die Funktion der RAC/ROP Proteine
essentiell, da die Verhinderung der Plasmamembranassoziation durch Mutagenese der
Lokalisationsdomédne mit einem Verlust der Suszeptibilitidt-erhohenden Funktion in der

Gerste - Bgh Interaktion einhergeht.
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5 SUMMARY

The biotrophic barley powdery mildew fungus Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) attacks
epidermal cells of barley (Hordeum vulgare L.). The first step of pathogenesis is the
penetration of the cell wall and the invagination of the plasma membrane followed by the
establishment of a haustorium, which is required for nutrition of Bgh. Accordingly the first
line of defence against Bg#h is represented by an apoplastic defence system. The expression of
the apoplastic pathogenesis related (PR) protein 1B correlates temporally and spatially with
the onset of defence reactions in near-isogenic barley lines exhibiting various forms of
defence phenotypes including papilla formation and the hypersensitive cell death. To
elucidate PR-1B function, PR-1b expression was transiently silenced by double stranded RNA
(dsRNA) interference using microprojectile mediated transformation of single barley
epidermal cells and observed a decreased penetration resistance of barley to Bgh. This
indicates that PR-1B is part of the apoplastic defence machinery.

The early interaction of barley and powdery mildew is accompanied by the remodelling of the
cytoskeleton and the accumulation of reactive oxygen species (ROI). Small G-Proteins are
known to be involved in the production of superoxide (O,") and the assembly of actin fibres.
Using a candidate RT-PCR approach six cDNAs were identified coding for RAC/ROP
proteins of barley. The transient knock-down of RacB led to a lower penetration efficiency up
to 60 % in susceptible barley lines. Surprisingly the inhibition of RacB expression had no
effect in mutant barley lines lacking the Ror/ gene. That leads to the assumption that the
RacB RNAI effect is dependent on a functional RORI1 that is also required for broad-spectrum
mlo-mediated resistance to Bgh.

The overexpression of constitutively activated (CA) mutant RAC/ROP proteins led to a
RAC/ROP-specific enhancement of accessibility to Bgh. The overexpression of CA RACB,
CA RAC3, CA ROP4 and CA ROP6 enhanced the accessibility of barley to Bgh. Because CA
RACD and CA RACI did not influence barley - Bgh interaction, it seems that some of the
RAC/ROP proteins might be specific susceptibility factors, involved in processes supporting
parasitic entry into epidermal host cells. Confocal laser scanning microscopy of
GFP:HVRAC/ROP transformed cells revealed varying strengths of plasma membrane-
association of barley RAC/ROPs. The C-terminal localisation domain was essential for
membrane association and proper function of the RAC/ROPs in inducing accessibility of

barley to Bgh.
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