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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Phytopathologie ist der Bestandteil der Phytomedizin, der sich mit der Diagnose,
Erforschung, Verhiitung und Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten befasst, die durch Viren,
Bakterien und Pilze oder parasitische Bliitenpflanzen hervorgerufen werden (Schldsser 1997).
Das Auftreten von Krankheitssymptomen kann zur Verringerung von Ernteertrigen oder
Minderung der Qualitit des Ernteguts flihren. Trotz intensiver Pflanzenschutzmafinahmen
sind die Ernteverluste bei Nahrungspflanzen in den letzten 20 Jahren mit 50 % des poten-
tiellen Ertrags konstant hoch geblieben (Oerke und Dehne 1997), so dass ein unverminderter
Bedarf an neuen Pflanzenschutzstrategien besteht. Voraussetzung zur Entwicklung solcher
Konzepte ist die genaue Kenntnis der physiologisch-biochemischen Vorginge von Wirt-
Parasit-Interaktionen aber auch ihrer genetischen Determinanten, um sie zu Gunsten der

Nutzpflanzen beeinflussen zu konnen.

1.1 Pflanze-Mikroorganismus-Interaktionen

Bei der Wechselbeziehung einer Pflanze mit einem Mikroorganismus (Virus, Bakterium, Pilz)
unterscheidet man zwischen einer kompatiblen (vertrdglichen) und einer inkompatiblen
(unvertriglichen) Interaktion. Im Fall der Kompatibilitit wird der Mikroorganismus als
virulentes Pathogen bezeichnet, da er in der Lage ist, die Pflanze, den Wirt, erfolgreich zu
besiedeln, sich auf oder in ihr zu vermehren und dabei eine Schddigung hervorzurufen. Einen
Sonderfall der Kompatibilitit stellt die Toleranz dar, die dadurch gekennzeichnet ist, dass die
Pflanze trotz massiven Befalls durch ein Pathogen keine starken Krankheitssymptome und
keine deutliche Reduktion im Ertrag zeigt (Agrios 1997; Schlosser 1997).

Der Regelfall zwischen Pflanzen und phytopathogenen Mikroorganismen ist allerdings die
Inkompatibilitdt, auch Basisresistenz genannt. Hier fiihren passive aber auch unspezifische,
induzierte Abwehrmechanismen der Pflanze dazu, dass ihre Besiedelung durch angreifende
Mikroorganismen erfolgreich verhindert wird. Gelingt es dem Pathogen, durch evolutive
Verianderungen, diese Abwehr zu liberwinden, spricht man von Basiskompatibilitit. Diese
kann durch Rassen-Sorten-spezifische Mechanismen von Seiten der Pflanze wieder zur

Inkompatibilitdt umgekehrt werden.
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1.2 Formen der Resistenz gegen phytopathogene Organismen
1.2.1 Nicht-Wirt-Resistenz

Die meisten Mikroorganismen, mit denen eine Pflanze in Kontakt kommt, sind nicht in der
Lage, diese zu besiedeln und sich auf ihr zu vermehren. Dieser Zustand der Pflanze wird als
Nicht-Wirt-Resistenz bezeichnet, und ist eine meist durch viele genetische Faktoren (poly-
oder multigen) determinierte Basisresistenz, die sich dadurch auszeichnet, dass alle
Genotypen einer Pflanzenart gegeniiber allen Genotypen eines potentiellen Pathogens
dauerhaft resistent sind (Heath 1991). Der Grund hierfiir kann zum einen auf Seiten des
Pathogens liegen, wenn dessen Physiologie oder Umweltanspriiche dem Befall der Pflanze
entgegenstehen. Seitens der Pflanze konnen eine Reihe konstitutiver Abwehrmechanismen,
wie mechanische Barrieren und biochemische Komponenten die Basisresistenz bedingen,
oder unspezifische induzierte Komponenten zu dieser Form der Resistenz fiihren (Schldsser

1997, vgl. 1.4.)

1.2.2 Wirt-Resistenz
1.2.2.1 Horizontale Resistenz

Dieser auch als quantitative Resistenz bezeichnete Zustand der Pflanze steht ebenso wie die
Nicht-Wirt-Resistenz unter komplexer genetischer Kontrolle. Er verleiht einem Genotypen
einer Pflanzenart partielle Resistenz gegeniiber einigen, wenn nicht sogar allen Rassen eines
Pathogens und ist somit rassenunspezifisch (Schlosser 1997). Diese dauerhafte Resistenz ist
allerdings meist unvollstindig und umfasst z.B. die altersbedingte Resistenz, deren

Wirkmechanismen noch unbekannt sind.

1.2.2.2 Vertikale Resistenz

Im Laufe der Evolution kann ein Pathogen die Nicht-Wirt-Resistenz einer Pflanze
durchbrechen, so dass ein Zustand der Basiskompatibilitdt entsteht. Durch spezifische
Mechanismen seitens der Pflanze kann daraus eine vertikale Resistenz entstehen, die dadurch
gekennzeichnet ist, dass ein Genotyp einer Pflanzerart gegeniiber einer physiologischen Rasse
des Pathogens resistent ist. Daher spricht man auch von Rassen-Sorten-spezifischer Resistenz,
die mit dem Gen-fiir-Gen-Modell von Flor (Flor 1971) beschrieben werden kann. Demzufolge
existieren auf Seiten der Pflanze Genprodukte sogenannter Resistenzgene, die als Rezeptoren

fungieren und mit korrespondierenden Produkten von Avirulenzgenen (Elicitoren) des
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Pathogens direkt oder indirekt interagieren (Heath 1991). Diese spezifische Erkennung fiihrt
zur Auslésung von Abwehrmechanismen und damit zur Resistenz der Pflanze gegeniiber
dieser Erregerrasse. Eine Mutation des Resistenz- oder Avirulenzgens kann dazu fiihren, dass
das Pathogen nicht mehr durch die Pflanze erkannt wird, Abwehrmechanismen nicht

angeschaltet werden, und das Pathogen virulent wird (de Wit 1992).
1.2.3 Induzierte Resistenz (IR)

Die wichtigsten Formen der induzierten Resistenz, die biologisch und die chemisch induzierte
Resistenz, fiihren dazu, dass die Pflanze eine verstirkte Widerstandsfahigkeit gegentiber
einem breiten Pathogenspektrum (Viren, Bakterien, Pilze) erwirbt (Kessmann et al. 1994,
Sticher et al. 1997). Dies kann sowohl durch Auslosung und Verstirkung zelluldrer
Abwehrmechanismen geschehen, aber auch durch die erhohte Bereitschaft der Pflanze,
schneller und stirker auf eine Pathogenattacke zu reagieren. Diese erhohte
Abwehrbereitschaft wird Sensibilisierung oder auch priming genannt (Kohler et al. 2002,
Conrath et al. 2002). Der durch IR erworbene quantitative Schutz gegen pathogene
Organismen setzt in der Regel einige Tage nach der Induktion ein und kann mehrere Tage bis

Monate andauern (Hammerschmidt 1993).

1.2.3.1 Biologisch induzierte Resistenz (bIR)

Die biologisch induzierte Resistenz kann entweder durch virulente oder avirulente Formen
eines Pathogens oder durch nichtpathogene Rhizobakterien ausgeldst werden. Im ersten Fall
fiihrt die Attacke des Pathogens, wenn die Resistenz auf den infizierten Bereich der Pflanze
begrenzt bleibt, zu einer LAR (localized acquired resistance, lokal erworbene Resistenz).
Breitet sich die Resistenz jedoch innerhalb der Pflanze aus, spricht man von SAR (systemic
acquired resistance, systemisch erworbene Resistenz) (van Loon et al. 1998).

LAR konnte bislang in Gerste (Ouchi et al. 1974), Reis (Horino 1976) und Weizen
(Schweizer et al. 1989) gezeigt werden. In Weizen wurden vier sogenannte WIR-Gene (wheat
induced resistance) isoliert, die nach Infektion mit dem Nicht-Wirt-Pathogen Blumeria
graminis f.sp. hordei (Bgh) exprimiert wurden und mit dem Resistenz-Status gegeniiber
Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt) korrelierten (Schweizer ef al. 1989).

Die SAR wird hdufig durch nekrotisierende Pathogene ausgelost und kann in dikotylen
Pflanzen nur unter Akkumulation von Salicylsidure ausgepriagt werden (van Loon ef al. 1998).
Durch Pfropfungsexperimente an Tabakpflanzen von Vernooij und Mitarbeitern konnte

gezeigt werden, dass Salicylsdure allerdings nicht das systemische Signal der SAR ist. Dabei
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wurden Teile transgener Pflanzen verwendet, die das nahG-Gen exprimierten, das fiir eine
Salicylsdure-Hydroxylase codiert, die SA zum Catechol metabolisiert. Wurzelstocke, die mit
dem nahG-Gen transformiert waren, konnten in aufgepfropften Teilen untransformierter
Pflanzen SAR induzieren, wihrend nahG-Pfropfstocke unfahig waren, Resistenz aufzubauen,
unabhingig vom verwendeten Wurzelstock (Vernooij et al. 1994). Welches Molekiil die
systemische Weiterleitung bewerkstelligt ist bis dato ungeklart (Ryals ez al. 1996). Bei der
SAR wird eine Reihe von Proteinen gebildet, von denen einige zu den PR-Proteinen (s.1.3.2)
gehoren und direkte antimikrobielle Wirkung besitzen (Ward et al. 1991).

Die durch nichtpathogene Rhizobakterien (hauptsidchlich Pseudomonaden) ausgeloste
Resistenz wirkt systemisch und schiitzt in vielen Fillen auch gegen den Befall durch
Blattpathogene. Daher wird sie als induzierte systemische Resistenz (ISR) bezeichnet. Bislang
konnte das Phidnomen der ISR nicht in monokotylen Pflanzen nachgewiesen werden (van
Loon et al. 1998). Die Signalkaskaden der ISR und der SAR schienen zunichst nicht
miteinander verkniipft zu sein, da SAR iiber einen Salicylsdure-abhiangigen Weg lauft und
ISR nur iiber Jasmonat und Ethylen reguliert zu sein schien (van Wees et al. 2000).
Inzwischen ist aber bekannt, dass einige der wurzelbesiedelnden Pseudomonaden Salicylséure
(SA) ausscheiden und so eventuell Resistenz induzieren. Ausserdem konnte in SA-defizienten
Bohnenpflanzen im Gegensatz zu Wildtyppflanzen keine Resistenz gegen Botrytis cinerea
durch Pseudomonas aeruginosa hervorgerufen werden. Hinzu kommt, dass ein gemeinsames
Element der beiden Signalwege in Arabidopsis, ndamlich NPR1, identifiziert werden konnte
(Cao et al. 1997), so dass der SAR- und der ISR-Signalweg vielleicht in einigen aber nicht

allen Pflanzenspezies voneinander getrennt sind (M. Hofte, pers. Mitteilung).

1.2.3.2 Chemisch induzierte Resistenz (cIR)

Neben biotischen Induktoren konnen auch natiirlich vorkommende und synthetische
Substanzen eine partielle Resistenz in Pflanzen induzieren. Zu diesen gehoren Salicylséure,
2,6-Dichlorisonikotinsdure (DCINA) und Benzo(1,2,3)thiadiazol-7-carbothionsdure-S-me-
thylester (BTH) (Kessmann et al. 1994; Kogel et al. 1994), wobei die beiden letztgenannten
in di- und monokotylen Pflanzen als potenteste Resistenzinduktoren gelten (Kogel et al. 1994;
Gorlach et al. 1996; Sticher ef al. 1997). Als Kriterien fiir cIR-Induktoren wurden folgende
Punkte festgelegt: 1) cIR-Induktoren sollen Resistenz gegeniiber demselben Pathogen-
spektrum vermitteln wie bIR. 2) Sie sollen die gleichen biochemischen Marker induzieren wie
bIR. 3) Es soll keine direkte antimikrobielle Wirkung von cIR-Induktoren ausgehen
(Kessmann et al. 1994). Diese Kriterien sind zumindest in dikotylen Pflanzen fiir DCINA und
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BTH erfiillt (Friedrich et al. 1996, Lawton et al. 1996, Ward et al. 1991).

In Weizen, Gerste und Reis konnten nach chemischer Resistenzinduktion mit BTH bzw.
DCINA Gene isoliert werden, die eine verdnderte Expression gegeniiber nicht-behandelten
Pflanzen zeigten (Gorlach et al. 1996, Schaffrath ef al. 2000; BeBer et al. 2000). Diese mit
WCI- (wheat chemically induced), BCI- (barley chemically induced) und RCI- (rice
chemically induced) bezeichneten Gene umfassen ein breites Spektrum und ihre Bedeutung
fiir die cIR konnte bislang nicht umfassend geklirt werden. Fiir eines der BCI-Gene (BCI-4)
konnte gezeigt werden, dass die transiente Uberexpression in Blittern anfilliger Gerstenlinien
zu einer deutlichen Reduktion der Penetrationseffizienz von Bgh fiihrte (BeBer 2001). Vier
der finf WCI-Gene als auch die neun BCI-Gene zeigen keine verdnderte Expression nach
Pathogenattacke und konnen daher als Marker speziell fiir chemische Resistenzinduktion
angesehen werden (Schaffrath er al. 1997; Beler et al. 2000).

Zytologische Untersuchung der cIR in der Gerste/Bgh- und Gurke/Colletotrichum lagenarium
(Ausloser der Anthracnose)-Interaktion haben gezeigt, dass in induzierten Pflanzen nicht die
Keimung des Pathogens beeinflusst wurde, sondern die Anzahl effektiver Papillen erhéht und
infolgedessen die Penetrationsrate erniedrigt war (Kessmann et al. 1994; Kogel et al. 1994;

Jarosch et al. 1997).

1.3 Abwehrkomponenten
1.3.1 Priformierte Abwehrkomponenten

Praformierte Komponenten der Abwehr sind solche, die nicht induziert werden und bereits
vor der Pathogenattacke in der Pflanze vorhanden sind. Diese kdnnen physikalischer Natur
sein, wie epikutikuldire Wachsschicht, Kutikula und Zellwand von Epidermis und
Rhizodermis oder im Fehlen struktureller Erkennungsfaktoren fiir das Pathogen bestehen
(Agrios 1997; Schlosser 1997). Daneben gibt es eine Reihe fiir die Abwehr bedeutende
biochemische Substanzen, zu denen Metabolite des Sekundérstoffwechsels z.B. SenfOle,
Saponine und Phenole gehoren, aber auch komplexere Molekiile, wie Proteinaseinhibitoren,
Glukanasen, Chitinasen, RIPs (ribosomeninaktivierende Proteine) und Defensine, die direkt
antimikrobiell wirken (Stripe et al. 1992; Osbourn 1996; Agrios 1997; Schlosser 1997; Heath
2000).
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1.3.2 Induzierte Abwehrkomponenten

Unter induzierten Abwehrmechanismen versteht man physikalische oder biochemische
Komponenten, die in der Pflanze erst nach Kontakt mit einem Mikroorganismus aktiviert
werden. Ausgelost werden diese durch sogenannte Elicitoren. Dies sind entweder vom
Erreger abgegebene Substanzen, wie Glykoproteine, Kohlenhydrate, Fettsduren, Proteine oder
von der Pflanze stammende Zellwandbestandteile, die durch vom Pathogen gebildete Enzyme
freigesetzt werden (Blumwald 1998, Somssich und Hahlbrock 1998). Die Erkennung eines
Elicitors durch membrangebundene oder cytosolische Rezeptoren der Pflanze fiihrt {iber
verschiedene Signaltransduktionswege zu einer Vielzahl von Abwehrmechanismen (Scheel
1998).

Das vorrangige Ziel der Pflanzenzelle ist es, das Eindringen des Pathogens durch die
Zellwand zu verhindern. Dies wird meist durch die Verdanderung der Zellwand erreicht, wobei
Callose, Lignin, Suberin und hydroxyprolinreiche Proteine abgelagert, polymerisiert oder
miteinander  vernetzt werden. Besonders die lokal begrenzte Bildung einer
Zellwandapposition (Papille) stoppt oftmals den Penetrationsversuch pilzlicher Hyphen und
somit die Attacke auf die Pflanzenzelle (Hammond-Kosack und Jones 1996; Agrios 1997).
Andere im Bereich der Zellwand vorkommende Substanzen, wie Extensine und Reaktive
Sauerstoffintermediate (ROI, reactive oxygen intermediates), z.B. H,O,, wirken direkt toxisch
auf das Pathogen und schmilern so dessen Penetrationserfolg (Hammond-Kosack und Jones
1996; Scheel 1998).

Ein weiterer Abwehrmechanismus, der oftmals ausgeldst wird, wenn das Pathogen in die
Zelle eingedrungen ist, ist die Hypersensitive Reaktion (HR), das schnelle Absterben
einzelner Zellen oder ganzer Zellverbidnde (Gilchrist 1998; Graham und Graham 1999;
Richael und Gilchrist 1999). Diese Abwehrreaktion unterbricht meist die Entwicklung
biotropher Organismen, die flir ihr Wachstum auf lebende Zellen angewiesen sind, kommt
jedoch dagegen manchen nekrotrophen Pathogenen, die sich von totem Pflanzenmaterial
erndhren, zugute. Diese werden aber moglicherweise durch antimikrobiell wirksame Stoffe,
wie phenolische Verbindungen und Phytoalexine, die bei der Dekompartimentierung der Zelle
aus der Vakuole freigesetzt werden, erfolgreich bekdmpft (Hammond-Kosack und Jones
1996; Hammerschmidt und Dann 1999).

Der Befall durch Pilze, Bakterien und Viren oder die Applikation eines Elicitors fiihrt zur
Akkumulation bestimmter Transkripte, deren korrespondierende Proteine kurze Zeit spéter

nachweisbar sind. Dabei handelt es sich um PR-Proteine (pathogenesis related proteins), die
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heute in 17 Familien unterteilt und als PR-1 bis PR-17 bezeichnet werden (Collinge et al.
2001; Christensen et al. 2002). Die Funktion der zur PR-1 Familie gehdrenden Proteine ist bis
heute nicht geklart (van Loon und van Strien 1999), jedoch zeigen neueste Untersuchungen,
dass die Unterdriickung der PR-1b Translation in Gerstenepidermiszellen iiber RNA
Interferenz (RNA1) zu einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber Echtem Gerstenmehltaupilz
fithrt (Schultheiss et al. 2001). Andere PR-Familien umfassen lytische Enzyme wie
Glukanasen (PR-2), Chitinasen (PR-3, -8 und —11) und Endoproteasen (PR-7), die
antimikrobielle Wirkung besitzen. Daneben gibt es Chitin-bindende Proteine (PR-4),
Thaumatin-dhnliche ~Enzyme (PR-5), Proteaseinhibitoren (PR-6), Lignin-bildende
Peroxidasen (PR-9), RIPs (PR-10), Defensine (PR-12), Thionine (PR-13), LTPs (Lipid-
Transfer-Proteine, PR-14), Oxalatoxidasen (PR-15), Oxalatoxidasen-dhnliche Proteine (PR-
16) und Proteasen (PR-17), die zu den PR-Proteinen gezdhlt werden. In Gerste wurde bislang
eine Reihe von PR-Proteinen gefunden, die zu den Familien PR-1 bis —6 und PR-13 bis PR-17
gehoren (Muthukrishnan et al. 2001; Christensen et al. 2002).

Ebenfalls wichtig fiir die Abwehr phytopathogener Organismen konnte detoxifizierende
Enzyme sein, die von der Pflanze gebildet werden und vom Pathogen freigesetzte Toxine

abbauen (Agrios 1997).

1.4 Signaltransduktionskaskaden der Pathogenabwehr

Im folgenden Abschnitt wird ein Modell der Signaltransduktion in der Pathogenabwehr
beschrieben, das sich aus einer Reihe von Originalarbeiten herleiten ldsst. Startpunkt der
Signaltransduktion in der Pathogenabwehr ist die rassenspezifische oder rassenunspezifische
Erkennung eines Elicitors durch Rezeptoren der Pflanze. Diesem Prozess folgt ein Einstrom
von Ca’"- und H'-Ionen aus dem Apoplasten ins Cytoplasma und in umgekehrter Richtung
ein Ausstrom von K'- und Cl-Ionen (Lamb 1997; Hutcheson 1998). Die transiente
Akkumulation von Calciumionen im Cytosol fiihrt zum oxidative burst, der Synthese
reaktiver Sauerstoffintermediate, wie Hydrogenperoxid (H,0,), Superoxidanionen (O,"") und
Hydroxylradikalen (-OH) durch membrangebundene NADPH-Oxidasen und apoplastische
Peroxidasen (Lamb 1997; Blumwald 1998; Hutcheson 1998; Scheel 1998; Somssich und
Hahlbrock 1998). Neben der direkt cytotoxischen Wirkung der ROI ist besonders H,O;
wichtig fiir die Vernetzung von Zellwandproteinen und die Bildung von Ligninvorstufen
durch Peroxidasen (Hammond-Kosack und Jones 1996; Greenberg 1997). Aullerdem ist es

ein Signalmolekiil, das die Phytoalexinproduktion und die Expression von Abwehrgenen
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auslosen kann (Wu et al. 1995; Wu et al. 1997).

Des weiteren sind an der Signaltransduktion G-Proteine, Proteinkinasen, Phospholipasen und
Phosphatasen beteiligt (Blumwald 1998). Ebenfalls eine wichtige Rolle spielen die
Phytohormone Salicylsdure (SA), Jasmonsdure (JA) und Ethylen sowie deren Derivate und
Systemin (Hammond-Kosack und Jones 1996; Scheel 1998). Abbildung 1.1 zeigt schematisch

die wichtigsten Ereignisse der frithen Wirt-Pathogen-Interaktion.
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Nach der Erkennung des Elicitors (E) durch einen pflanzlichen Rezeptor (R) finden verschiedene lonenstrome

Abb. 1.1: Schematische Ubersicht iiber friihe Ereignisse der Wirt-Pathogen Interaktion.

iiber die Plasmamembran statt und es kommt zum sogenannten oxidative burst, der Bildung von ROI. Die iiber
Phospholipasen gebildete Jasmonséure und Ethylen 16sen zusammen mit Phosphatasen und Proteinkinasen
(MAP-Kinasen) die Transkription von Abwehrgenen aus, was schlieBlich zur Ausprigung verschiedener
Abwehrreaktionen fiihrt.

CYT: Cytoplasma, JA: Jasmonsidure, NADPH-OX: NADPH-Oxidase, PL: Phospholipase, PM: Plasmamembran,
ROI: Reaktive Sauerstoffintermediate, ZK: Zellkern, ZW: Zellwand

Verindert nach: Hammond-Kosack und Jones 1996; Somssich und Hahlbrock 1998.
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1.4.1 Resistenzgenprodukte

Resistenzgenprodukte sind pflanzliche Rezeptoren, die bei der Interaktion mit einem
phytopathogenen Organismus direkt oder indirekt einen Elicitor, meist ein Aviru-
lenzgenprodukt, erkennen und rassenspezifische Resistenzmechanismen auslésen oder
Proteine, die direkt an der Signaltransduktion nach der Perzeption eines Pathogens beteiligt
sind. Sie werden in fliinf Gruppen eingeteilt.

Am héufigsten kommen sogenannte NBS-LRR-Proteine vor, die eine Nukleotidbindestelle
(NBS) und eine Leucin-reiche Region (LRR) besitzen. Etwa 1 % des Arabidopsisgenoms, d.h.
ca. 200 Gene, codiert fiir solche Proteine (Ellis 2000). Die NBS-Region deutet darauf hin,
dass die Bindung von ATP oder GTP fiir die Funktion des Resistenzgens notwendig ist,
wihrend die LRR-Doméne der Interaktion mit einem Liganden, moglicherweise einem
Avirulenzgenprodukt, dient (Jones 1996; Baker et al. 1997). Einige NBS-LRR-Proteine
enthalten zusitzlich eine TIR-Region, die Homologie zum Toll-Rezeptor von Drosophila
bzw. zum Interleukin-Rezeptor des Menschen besitzt und wahrscheinlich an Signaltrans-
duktionsprozessen beteiligt ist (Hutcheson 1998). Andere weisen einen Leucinzipper (LZ)
auf, der eventuell wie die LRR-Region an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt ist (Bent
1996).

Zur zweiten Gruppe der Resistenzgenprodukte gehdren cytoplasmatische Serin/Threonin-
Kinasen. Diese phosphorylieren Proteine, z.B. Transkriptionsfaktoren, und sind so in die
Signaltransduktion in der Pathogenabwehr involviert. Erst kiirzlich wurde ein Resistenz-
genprodukt (RPG1) der Gerste gegen Rostpilze identifiziert, das zwei hintereinander liegende
Proteinkinasemotive aufweist und mdoglicherweise zu einer neuen Klasse der Resistenzgene
gezédhlt werden kann (Brueggeman et al. 2002)

Rezeptorproteine mit einer Transmembrandoméne und einer extrazelluliren LRR-Region
werden zur dritten Gruppe der Resistenzgenprodukte gezdhlt. Die LRR-Region dient auch
hier wahrscheinlich der Bindung eines 4vr-Genprodukts, allerdings fehlt diesen Proteinen
eine Region, die zur Initiation eines Signals zur Auslosung von Abwehrmechanismen fiihrt.
Anders ist dies bei den Vertretern der vierten Gruppe der Resistenzgenprodukte. Diese
besitzen neben den Merkmalen der Proteine der vorangegangenen Gruppe eine
cytoplasmatische Kinasedomédne und konnten daher direkt Interaktionspartner, wie
Transkriptionsfaktoren, nach Bindung des korrespondierenden Avr-Genprodukts phosphory-
lieren.

Zur letzten der fiinf Gruppen werden Proteine gezihlt, die weder als Rezeptor noch als
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Signalkaskadenelement fungieren. Es handelt sich hierbei um Detoxifikationsenzyme, d.h. um
solche, die vom Pathogen abgegebene Toxine metabolisieren und so zur Resistenz der Pflanze
gegen diese Krankheitserreger beitragen (Jones 1996; Hammond-Kosack und Jones 1997;
Baker et al. 2000).

Die Wirkungsdauer eines Resistenzgens bis zum Resistenzbruch schwankt in der Praxis
zwischen 3 und 10 Jahren (Schlosser 1997). Meist reicht schon ein Einzelbasenaustausch im
Avirulenzgen des Pathogens aus, um der spezifischen Erkennung des Avr-Proteins durch den
Rezeptor zu entgehen.

Abbildung 1.2 zeigt schematisch die verschiedenen vorgestellten Resistenzgenprodukte mit

ithren spezifischen Doménen.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Strukturen von Resistenzgenprodukten und madgliche
Interaktionsstellen mit Avirulenzgenprodukten.

Die Avirulenzgenprodukte kdnnen extra- oder intrazelluldr mit Leucinzipper- oder Leucin-reichen Regionen der

Resistenzgenprodukte oder direkt mir Kinasen im Cytoplasma interagieren.

Avr: Avirulenzgenprodukt, C: Carboxylterminus, KIN: Kinase, LRR: Leucin-reiche Region, LZ: Leucinzipper,

N: Aminoterminus, NBS: Nukleotidbindestelle, PM: Plasmamembran, TIR: Toll-/Interleukin-Region.

Verandert nach: Hammond-Kosack und Jones 1997.
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1.5 Das Pathosystem Gerste / Echter Gerstenmehltaupilz

Die monokotyle Gerste (Hordeum vulgare L.) gehort zur Familie der Siilgraser (Poaceae)
und ist eine der &ltesten Kulturpflanzen. Archéologische Funde weisen auf eine Kultivierung
seit 7000 v. Chr. hin. Sie zeichnet sich durch eine kurze Reifezeit, ein hohes Ertragspotential
und eine auferordentliche 6kologische Anpassungsfahigkeit aus. Heute zdhlt die Gerste zu
den wichtigsten landwirtschaftlich genutzten Fruchtarten und nimmt in der Weltgetreide-
produktion nach Weizen, Reis und Mais den 4. Rang ein. In Deutschland stellt die Gerste mit
einer Anbaufldche von 2,2 Mill. ha nach Weizen (2.5 Mill. ha) die wichtigste Kulturart dar. In
threr Winterform wird Gerste vorwiegend als Futtergetreide angebaut, wéhrend
Sommergerste in erster Linie als Rohstoff zur Brot- und Bierherstellung dient. Das
Gerstengenom umfasst ca. 5,4 Gbp, die auf 7 Chromosomen (2n = 14) verteilt sind. Auf
Grund ihrer groBen landwirtschaftlichen Bedeutung und der Tatsache, dass sich das Genom
der diploiden Gerste leichter analysieren lisst als z.B. das des tetraploiden Durum-Weizens
oder des hexaploiden Saatweizens, stellt die Gerste im 1999 gestarteten BMBF
(Bundesministerium fiir Bildung und Forschung) -Programm GABI (Genomanalyse im
biologischen System Pflanze) neben Arabidopsis den zweiten pflanzlichen Modellorganismus
dar (Graner und Altschmied 2001).

Der Echte Getreidemehltaupilz gehort zur Ordnung der Erysiphales innerhalb der
Ascomycotina. Er ist weltweit verbreitet und befallt auBer Weizen und Gerste auch Roggen,
Hafer und zahlreiche Grédser. Er kommt in mehreren, spezialisierten Formen (formae
specialis, f.sp.) vor, so dass ein Ubergang von einer Getreideart auf die andere praktisch nicht
moglich ist. Jedoch konnen die einzelnen Spezialformen ihren Wirtsbereich auf andere
Gréasergattungen ausdehnen. Weiter gibt es fiir jede Spezialform eine Vielzahl von Rassen mit
sortentypischen Virulenzunterschieden. In der Regel liegen die durch den Befall mit
Mehltaupilz verursachten Ertragsausfille bei Gerste und Weizen bei 5 bis 15 %, konnen in
Einzelfillen aber bis 25 % betragen. Der Echte Gerstenmehltaupilz (Blumeria syn. Erysiphe
graminis f.sp. hordei) ist ein biotropher Ektoparasit, der hauptsichlich in gemiBigten
feucht/trocken wechselnden Klimazonen vorkommt (Hoffmann und Schmutterer 1999).

Die Gerste/Echter Gerstenmehltaupilz Interaktion ist auf zytologischer Ebene eine der
bestuntersuchten Wirt-Parasit-Beziehungen. Da das Wachstum des biotrophen Mehltaupilzes
strikt auf die Blattoberfldche beschrankt ist und die Sporen mit hoher Synchronitét keimen,

kann die Entwicklung des Pilzes auf dem Gerstenblatt leicht verfolgt werden (Thordal-
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Christensen et al. 1999). Die Ascosporen werden windverbreitet und bilden, wenn sie auf das
Gerstenblatt auftreffen, innerhalb von 1-2 Stunden einen primdren Keimschlauch (primary
germ tube, PGT) aus. Die Funktion dieses Organs ist bislang nicht vollstindig geklirt. Die
Tatsache, dass ein PGT nur bei Mehltaupilzen vorkommt, die Griser parasitieren, spricht
jedoch dafiir, dass er lediglich als Haftorgan und zur Wasseraufnahme dient und keine
entscheidende Bedeutung fiir die Pathogenese besitzt (Kunoh ef al. 1979). 4-8 Stunden nach
Inokulation bildet die Mehltaukonidie den appressorialen Keimschlauch (appressorial germ
tube, AGT) aus, der sich am Ende zum Appressorium verdickt. Durch eine Pore in der
unteren Zellwand des Appressoriums schiebt sich nach weiteren vier Stunden ein
Penetrationskeil, der durch die Pflanzenzellwand getrieben wird, wobei nicht nur
mechanische, sondern auch enzymatische Vorgidnge eine Rolle spielen (Thordal-Christensen
et al. 1999). Die Gestenpflanze reagiert in den meisten Féllen sowohl bei einer kompatiblen
als auch einer inkompatiblen Interaktion auf beide Keimschlduche mit der Bildung einer
Papille und der Expression von Abwehrgenen. Dabei zeigt die Transkriptakkumulation einen
biphasischen Verlauf mit Expressionsmaxima bei 4-6 hpi (hours_post inoculation) und 12-15
hpi (Davidson et al. 1988; Clark et al. 1995; Gregersen et al. 1997). Im Falle einer
kompatiblen Interaktion ist der Pilz in der Lage, sowohl die pflanzliche Zellwand als auch die
gebildete Papille zu durchdringen und ein Haustorium in der Epidermiszelle zu etablieren.
Etwa 40 Stunden nach Inokulation ist das fingerférmige Erndhrungsorgan, das von der
Plasmamembran des Wirts umschlossen wird und daher als apoplastisch angesehen wird
(Smith und Smith 1990), vollstindig ausgebildet (Ellingboe 1972). Ab 30 hpi beginnt
ausgehend vom Appressorium die Ausbildung verldngerter Sekundarhyphen (ESH, elongated
secondary hyphae), von denen aus sekundire Haustorien in die Epidermis abgesenkt werden.
Nach 4-8 Tagen werden im Mycel dicht nebeneinander Sporentrdger auf der Blattoberfldche
gebildet, an denen Ketten aus ca. 8 miteinander verbundenen Konidien héngen.
Makroskopisch sind zu diesem Zeitpunkt Pusteln einzelner Sporenkolonien zu sehen (Abb.
1.3 C). Die reifen Konidien werden durch den Wind verbreitet und kénnen neue Infektionen
auslosen.

Die sexuelle Vermehrung des Echten Gerstenmehltaupilzes erfolgt in alternden, haploiden
Mycelien des heterothallischen (getrenntgeschlechtlichen) Organismus. Sie beginnt mit der
Bildung von Ascogonien und Antheridien im Innern eines Fruchtkorpers, der aus knduelartig
zusammengewachsenen Hyphen besteht. Die reifen Kleistothezien, die als schwarze,
kugelformige Gebilde makroskopisch auf befallenem Blattmaterial zu erkennen sind (s. Abb.

1.3 C) und den Winter iiberdauern, enthalten bis zu 25 Asci mit 8 haploiden Ascosporen. Im
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Friihjahr reilen die Kleistothezien auf und die Ascosporen werden aktiv herausgeschleudert

(Agrios 1997; Schlosser 1997).

Abb. 1.3: Blumeria graminis f.sp. hordei

A: Konidientriger von Blumeria graminis f.sp. hordei in einer elektronenmikroskopischen Aufnahme und B: in
einer schematischen Darstellung. Erkennbar sind hier fingerféormige Haustorien (HAU) in penetrierten
Epidermiszellen. KO: Konidie. C: Mehltaupusteln auf einer Gerstenpflanze zu einem spiten Zeitpunkt der
Infektion, zu dem bereits reife Kleistothezien (K) ausgebildet sind.

Bilder: A: Institute of Grassland and Environmental Research, http://www.bbsrc.ac.uk/news/features
/00jul/00_07 sustain.html, B: entnommen aus: (Hoffmann und Schmutterer 1999), C: http://agrar.bayervital.de
/index.cfm?SEITEN_ID =127.

13
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1.5.1 Die Rassen-Sorten spezifische Resistenz der Gerste gegen Bgh

In verschiedenen Gerstensorten sind bislang {iber 85 dominant oder semidominant vererbte
Resistenzgene beschrieben worden (Jergensen 1994; Thordal-Christensen et al. 1999). Im
folgenden sollen nur die fiir diese Arbeit relevanten Resistenzen, die durch Mla und Mig

vermittelt werden, ndher charakterisiert werden.

1.5.1.1 Die Mla-vermittelte Resistenz

Der Mla-Locus liegt telomer innerhalb eines 240 kb grof3en Clusters auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 5 der Gerste. Dieser Cluster umfasst insgesamt 11 Gene, die NBS-LRR
Resistenzgenhomologe codieren und in drei Genfamilien zusammengefasst werden (Wei et al.
1999). 32 Mla-Spezifititen sind bislang bekannt, von denen zwei, ndmlich Mlal und Mla6,
isoliert und ihre Genprodukte ndher charakterisiert werden konnten. In beiden Fillen handelt
es sich um ein Protein mit einer N-terminalen coiled-coil Struktur, einer zentralen Nukleotid-
Bindestelle (NBS) und einer C-terminalen Leucin-reichen Region (LRR) (Halterman et al.
2001; Zhou et al. 2001).

Die verschiedenen Mla-Spezifititen bedingen eine hohe Diversitit an Resistenzphénotypen.
Wihrend es beispielsweise bei der durch Mlal und Mla6 vermittelten Resistenz zu einer
raschen Hypersensitiven Reaktion der attackierten Epidermiszellen (24 hpi) kommt, reagieren
Gerstenpflanzen, die das Resistenzgen Mla3 oder Mla7 tragen, erst zu einem Zeitpunkt, zu
dem der Pilz bereits Sekunddrhyphen ausgebildet hat (36 hpi), mit HR, die dann hiufig auch
Mesophyllzellen mit einbezieht. In Mla6 resistenten Pflanzen scheint zudem die Bildung einer
effektiven Papille unterhalb des appressorialen Keimschlauchs neben der Auspridgung einer
HR in attackierten Epidermiszellen ein wichtiger Resistenzmechanismus zu sein (Boyd et al.
1995).

Das Mlal2-Gen, das z. B. in der Linie Sultan-5 vorkommt, vermittelt Resistenz gegen Bgh
der Rasse 46, der das korrespondierende Avirulenzgen AvrMlal?2 besitzt. Fiir die Auspragung
dieser Resistenz sind neben dem Resistenzgen selbst mindestens noch zwei weitere Loci
notwendig, die als Rarl und Rar2 (required for Mla specified resistance) bezeichnet werden
(Torp und Jergensen 1986, Freialdenhoven et al. 1994). Rarl konnte iliber einen karten-
gestlitzten Klonierungsansatz isoliert (Lahaye ef al. 1998) und das dazugehorige Protein ndher
charakterisiert werden. Demnach handelt es sich bei RARIT um ein 25 kDa grof3es cytoplas-
matisches Protein mit zwei Zn*'-Bindedominen (CHORD, cysteine- and histidine-rich

domains) (Shirasu et al. 1999a). Erst kiirzlich ist es Azevedo und Mitarbeitern gelungen, iiber
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ein yeast-two-hybrid Screening einen RAR1 Interaktionspartner, SGT1, zu isolieren. Eine
mogliche Rolle des SGTI1 ist es, liber einen SCF-Komplex negative Regulatoren der
Pathogenresistenz dem Abbau durch das 26S Proteasom zuzufiihren (Azevedo et al. 2002).
Wie man inzwischen weil, sind neben vielen der durch verschiedene Mla-Spezifititen
vermittelten Resistenzen auch die Mip- bzw. Mlh-Resistenz Rarl abhingig. Die Allele Mlal
und Mla7 hingegen wirken iiber einen Rar/ unabhédngigen Abwehrweg (Schulze-Lefert und
Vogel 2000; Zhou et al. 2001).

1.5.1.2 Die Mig-vermittelte Resistenz

Das semidominant wirkende Mlg-Gen vermittelt ebenso wie das Mlal2-Gen Resistenz gegen
die Mehltaurasse BghA6. Es befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 4H der
Gerste in Ndhe des Centromers. Da in dieser Region das Verhiltnis der physikalischen zur
genetischen Distanz um ein 10-faches hoher ist als der Durchschnitt des Gesamtgenoms, sind
kartengestiitzte Klonierungsstrategien zur Isolierung dieses Gens bislang fehlgeschlagen
(Kurth et al. 2001).

Die Mlg-vermittelte Resistenz ist durch die Bildung einer effektiven Papille unterhalb des
appressorialen Keimschlauchs und nachfolgender Hypersensitiven Reaktion der attackierten
Epidermiszelle (ab 18 hpi) charakterisiert. Damit entspricht sie zytologisch der durch DCINA
(2,6-Dichlorisonikotinsdure) ausgelosten chemischen Resistenz nach Inokulation mit Mehl-
tau, weshalb man auch von einer Phédnokopie zwischen der M/g-vermittelten und der DCINA -
induzierten Resistenz spricht (Kogel et al. 1994).

Die Resistenzreaktionen in Mlg-tragenden Gerstenpflanzen sind Gendosis-abhidngig. So
zeigen heterozygote Mig/mlg-Pflanzen eine drastisch reduzierte HR-Rate gegeniiber
homozygot resistenten (Mlg/Mlg) Pflanzen, wobei die Zahl an Haustorien in den Zellen
unverdndert bleibt. Dies ist ein Indiz dafiir, dass die Bildung einer effektiven Papille die
Resistenz bedingt und die Hypersensitive Reaktion ein Sekundéreffekt der Pathogenattacke ist
(Gorg et al. 1993; Schiffer et al. 1997). Die Mlg-vermittelte Resistenz ist sowohl von den
Genen Rorl und Ror2, die fiir die mlo-vermittelte Resistenz notwendig sind (s. 1.5.2), als
auch von den oben erwédhnten Komponenten der Mla-vermittelten Resistenz, Rarl und Rar?2,

unabhingig (Peterhénsel et al. 1997).
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1.5.2 Die Rassen unspezifische Resistenz der Gerste gegen Bgh

Die Rassen unspezifische Resistenz der Gerste gegen Bgh wird durch die Mutation des Mlo-
Gens bedingt. Diese ist in einigen Kultivaren, die in den 30er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts in Athiopien gesammelt wurden, gefunden worden, kann aber auch durch
chemische Mutagenese induziert werden (Jorgensen 1992). Inzwischen sind mehr als 150
verschiedene mlo-Mutanten beschrieben worden. Die Besonderheit dieser Resistenz ist, dass
sie rezessiv und monogen vererbt wird und nicht dem Gen-fiir-Gen-Modell der Resistenz
entspricht (Flor 1971), da sie Resistenz gegen alle natiirlichen Isolate des Echten
Gerstenmehltaupilzes bedingt (Jorgensen 1992; Biischges et al. 1997). Dies ist ein Grund
dafiir, dass das mlo-Gen in ca. 70 % der in der Bundesrepublik angebauten Sommergersten
vorkommt. Gerstenpflanzen, die die mlo-Mutation tragen, zeigen bei sterilem Wachstum
spontan gebildete Zellwandappositionen in Epidermiszellen und Chlorosen bzw. Nekrosen
auf Primédrblattern (Wolter et al. 1993; Peterhédnsel et al. 1997). AuBerdem besitzen diese
Pflanzen eine verstirkte Suszeptibilitit gegeniiber den hemibiotrophen Pathogenen
Magnaporthe grisea und Bipolaris sorokiniana (Jarosch et al. 1999; Kumar et al. 2001). Die
mlo-vermittelte Resistenz gegen Mehltau ist durch die Bildung einer effektiven Papille
gekennzeichnet, ohne dass es zu einer Hypersensitiven Reaktion der attackierten
Epidermiszelle kommt (Stolzenburg et al. 1984). Jedoch tritt 60 hpi ein massives Absterben
an Mesophyllzellen ein, das in Mlo-Pflanzen nicht zu beobachten ist (Piffanelli ef al. 2002).
Das Mlo-Gen, das ebenso wie Mg auf dem langen Arm des Chromosoms 4H liegt, codiert fiir
ein 60 kDa groBes Protein, das liber 7 Transmembranhelices in der Plasmamembran der
Pflanzenzellen verankert ist (Biischges ef al. 1997; Devoto et al. 1999). Erst kiirzlich konnte
von Kim und Mitarbeitern gezeigt werden, dass die Aktivitit von MLO durch die Ca*'-
abhéngige Bindung von Calmodulin verstirkt wird (Kim et al. 2002a; Kim et al. 2002b).
AuBlerdem scheint ein kleines GTP-bindendes Protein der RAC Familie in Gerste, RACB,
eine Rolle in der MLO-vermittelten Kompatibilitdt mit Mehltau zu spielen (Schultheiss et al.
2002). Das Milo-Genprodukt kann ganz allgemein als negativer Regulator von
Abwehrreaktionen, wie z.B. Zelltod, angesehen werden.

Bislang wurden zwei fiir die mlo-vermittelte Resistenz notwendige Loci, die als Ror/ und
Ror2 (required for mlo-specified resistance) bezeichnet werden, durch Mutagenese
identifiziert (Freialdenhoven et al. 1996). Beide Komponenten werden fiir die Bildung

spontaner Zellwandappositionen und die Ausprigung des spontanen Zelltods in
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Primérblittern mlo-tragender Gersten benétigt (Freialdenhoven et al. 1996; Peterhdnsel et al.
1997). Thre Mutation fithrt zum partiellen Verlust der mlo-vermittelten, rassenunspezifisch

wirkenden Resistenz.
Abbildung 1.4 zeigt als schematische Zeichnung die Abwehrmechanismen von verschiedenen

Gerstengenotypen mit Blumeria graminis f.sp. hordei der Rasse A6.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Interaktionstypen zwischen Gerste und Blumeria
graminis f.sp. hordei der Rasse A6.

Auf das Auskeimen der Mehltaukonidie (blau) und er Bildung des appressorialen Keimschlauchs reagiert die
Epidermiszelle mit Cytoplasmaaggregationen und einer Zellwandapposition. 16 hpi (hours post inoculation)
kann man in Epidermiszellen Mla2-tragender und suszeptibler Linien ein Haustoriuminitial (griin) erkennen, da
diese erfolgreich penetriert wurden, wéhrend der Penetrationsversuch des Pilzes in mlo- und Mig-tragenden
Gersten durch die Bildung einer effektiven Papille (rot) gestoppt werden konnte. Bei einer kompatiblen
Interaktion wéchst das Initial bis 48 hpi zu einem reifen Haustorium aus und das Wachstum von
Sekundirhyphen beginnt. In Mig- und Mlal2-tragenden Linien kann man zu diesem Zeitpunkt das Sterben
attackierter Epidermiszellen (HR, gelb) beobachten. In einigen Fillen kommt es bei der Mlal2-vermittelten
Resistenz zur HR von Mesophyllzellen unterhalb der lebenden penetrierten Epidermiszelle (Hiickelhoven et al.
1999).
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Bei zytologischen Untersuchungen erscheint die chemisch Induzierte Resistenz (cIR) der
Gerste als Phianokopie der Rassen-spezifischen Mlg-vermittelten Resistenz (Hiickelhoven et
al. 1999; Kogel et al. 1994; Kogel und Hiickelhoven 1999). Die Ausprigung gleicher
Abwehrmechanismen bei cIR und Mig-vermittelter Resistenz hat zu der Annahme gefiihrt,
dass beiden Formen der Resistenz gemeinsame Komponenten der Signaltransduktion zu
Grunde liegen. Ausgehend von dieser Annahme sollten in der vorliegenden Arbeit mittels
Suppressiver Subtraktionshybridisierung (SSH) Gene isoliert werden, die entweder zu einem
frithen Zeitpunkt (3-13 hpi) der Gerste-Gerstenmehltaupilz-Interaktion oder konstitutiv
insbesondere in Mig-tragenden Linien exprimiert wurden. Die Produkte solcher Gene kdnnten
z.B. Komponenten einer unmittelbar nach Erkennung des Pathogens wirkenden
Signalkaskade oder konstitutiv vorhandene Elemente der Mlg-vermittelten Resistenz sein.
AuBerdem sollte SSH genutzt werden, um Gene zu isolieren, die unabhdngig vom
Resistenzstatus der Gerste durch Inokulation mit Bgh exprimiert werden.

Neben der SSH sollten iiber einen Resistenzgenanaloga-Kandidatengenansatz gilinstigstenfalls
Mlg oder andere moglicherweise mit der Mlg-vermittelten Resistenz in Zusammenhang
stehende Gene isoliert werden.

Alle Mehltaupilz-induzierbaren bzw. Mlg-spezifischen Gene sollten anschlieend auf ihre
Responsivitit gegeniiber dem chemischen Resistenzinduktor BTH getestet werden, um die
postulierte Verkniipfung zwischen Mig-vermittelter Resistenz und cIR zu bestitigen, bzw. um
auf molekularer Ebene mogliche Schnittpunkte zwischen quantitativer Resistenz und cIR
aufzuzeigen.

Aullerdem sollte die Expression der Bgh-induzierten Gene nach Inokualtion mit dem Nicht-
Wirt-Pathogen Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt) untersucht werden, um eine mdgliche
Beteiligung der Gene bei der Auspridgung der Basisresistenz aufzuzeigen.

Die Funktion im Gerste/Echter Gerstenmehltaupilz-Pathosystem sollte abschlieBend fiir
einige ausgewéhlte Kandidatengene mittels transienter Transformation von Gerstenblatt-

segmenten liberpriift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 12 verschiedene Gerstenlinien verwendet. Dabei handelte es
sich um die Gerstensorten Ingrid (I), Pallas (P), Siri (S), Manchuriajsogen (Mi), Sultan-5 und
die durch Einkreuzen von Resistenzgenen und anschlieender Riickkreuzung oder durch
chemische Mutagenese erzeugten nahezu isogenen Linien. Ingrid-Weihenstephan (Iwe, 121),
Pallas-Deba (Pde, P21), Siri-Deba (Sde) und Manchuriajseen-Goldfoil (MiGf) tragen
homozygot das Resistenzgen Mlg des entsprechenden resistenten Elters (Weihenstephan,
Deba bzw. Goldfoil). Aus der Mlal2 tragenden, doppelt haploiden Sorte Sultan-5 entstand
durch Mutagenese mit Ethylmethylsulfonat (EMS) die suszeptible Mutante M100, deren
Homozygotie durch Selbstung erreicht wurde. Diese Linie tragt eine nicht allelische Mutation
in Rarl (required for Mlal2-specified resistance), die rezessiv vererbt wird (Torp und
Jorgensen 1986). Desweiteren wurden die Linie BCIngrid-mlo5 (122) und die aus dieser Linie
hervorgegangene Mutante A89 verwendet, die einen Defekt in einem vom mlo5-Resistenzgen
unabhingigen Locus, ndmlich Rorl (required for mlo-specified resistance), besitzt
(Freialdenhoven et al. 1996). Diese Mutation bedingt eine unvollstindige Resistenz
gegeniiber dem Echten Gerstenmehltaupilz in der Linie A89. Die Linien Manchuriajsogen und
MiGf wurden freundlicherweise von Herrn Bockelman, National Small Grains Collection,
Aberdeen, USA, zur Verfiigung gestellt. Die Gerstensorte Ingrid und deren Riickkreuzungs-
linien stammen von James McKey, University of Uppsala, Schweden. Lisa Munk,
Department of Plant Pathology, Royal Veterinary and Agricultural University, Kopenhagen,
Dianemark, stellte die Sorte Pallas und deren Riickkreuzungslinien zur Verfligung, wihrend
alle anderen Linien vom Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung (MPIZ), Koln,
stammten. Tabelle 2.1 fasst die verschiedenen Gerstenlinien, deren genetische Konstitution
und Interaktion mit Echtem Gerstenmehltaupilz zusammen. Die relevanten Gene der
Gerstenlinien bzw. der Mutanten sind in Klammern aufgefiihrt.

Fiir die Versuche wurde das Saatgut 24 h im Dunkeln auf feuchtem Filterpapier vorgekeimt
und je 5 Korner am Rand eines Vierkanttopfes (Volumen: 200 cm’) in Fruhstorfer Erde vom
Typ P ausgelegt, mit Erde bedeckt und regelméfig mit Leitungswasser gegossen. Alle
Pflanzen wurden in Klimakammern bei 16-18 °C, 50-60 % rel. Luftfeuchte und einer

Lichtperiode von 16 h mit einer Intensitit von 50-60 pE s’ m™ 6-8 Tage kultiviert.
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Tab. 2.1: Interaktionstypen zwischen den verschiedenen untersuchten Gerstenlinien und der Gersten-
mehltaurasse A6 (vgl. 2.2).

Interaktion mit

Gerstenlinie bzw. Mutante Blumeria graminis Infektionstyp
f.sp. hordei (A6)
Ingrid (mlg, mlal2, Mlo) kompatibel voll anfallig
Pallas (mlg, mlal2, Mlo) kompatibel voll anfallig
Siri (mlg, mlal2, Mlo) kompatibel voll anfillig
Manchuriajsegen (mlg, mlal2, Mio) kompatibel voll anfillig
. . resistent
We (Mlg, mlal2, Mlo) inkompatibel .
I (Rassen-Sorten-spezifisch)
. . resistent
De (Mlg, mlal2, Mlo) inkompatibel .
P (Rassen-Sorten-spezifisch)
. . resistent
SDe (Mlg, mlal2, Mlo) inkompatibel (Rassen-Sorten-spezifisch)
. . . resistent
MiGf (Mlg, mlal2, Mlo) inkompatibel (Rassen-Sorten-spezifisch)
. . resistent
) ’ ’ assen-Sorten-spezifisc
Sultan-5 (Mlai2, Rarl, Rar2) inkompatibel R S pezifisch
) intermediér
assen-Sorten-spezifisc
M100 (Mlal2, rarl, Rar2) kompatibel R S pezifisch
. . resistent
122 (mlo5, Rorl, Ror2) inkompatibel (Rassen-Sorten-unspezifisch)
A89 (mlo5, rorl-2, Ror2) kompatibel intermedidr

(Rassen-Sorten-unspezifisch)

2.2 Pathogenmaterial

Fiir alle Experimente mit Echtem Gerstenmehltaupilz wurden Konidiosporen von Blumeria
(syn. Erysiphe) graminis f.sp. hordei (Bgh) der Rasse A6 verwendet. BghA6 besitzt u.a. die
zu den Resistenzgenen Mlg und Mlal2 korrespondierenden Avirulenzgene und wurde von
Jorn Pons-Kithnemann, Institut fiir Biometrie, JLU Gieen, zur Verfiigung gestellt.

Fiir Inokulationsexperimente mit Echtem Weizenmehltaupilz, Blumeria (syn. Erysiphe)
graminis f.sp. tritici (Bgt), wurde ein von Ulrich Beckhove, IPAZ GieBlen, 1995 in Aachen
gewonnenes Feldisolat eingesetzt.

Die Nachzucht der obligat biotrophen Mehltaupilze fand auf dem jeweils entsprechenden
suszeptiblen Pflanzenmaterial statt. Die Vermehrung des Weizenmehltaupilzes wurde auf der
Weizensorte Kanzler, die des Gerstenmehltaupilzes auf den Gerstensorten Siri oder Golden
Promise durchgefiihrt. Die Nachzuchtpflanzen konnten 7 Tage nach ihrer Aussaat inokuliert
werden. Nach weiteren 7 Tagen hatte der Mehltaupilz seinen vegetativen Lebenszyklus auf

der Pflanze vollendet und Konidiosporen entwickelt, die fiir die Inokulationsexperimente
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verwendet wurden.

2.3 Behandlung des Pflanzenmaterials
2.3.1 Inokulation

Um eine moglichst hohe Inokulationsdichte zu erreichen, wurde bei den meisten
Experimenten sowohl die adaxiale als auch die abaxiale Seite der Gerstenprimérblitter
inokuliert. Dazu wurden die Pflanzen zunichst randomisiert auf ein Tablett gelegt, so dass die
adaxialen Seite der Primérbldtter nach oben wies. Fiir die Inokulation wurde ein
Inokulationsturm {iiber das Tablett gestellt, in den Sporen stark Mehltaupilz-infizierter
Pflanzen abgeschiittelt wurden. Eine gleichmifBige Inokulationsdichte von 130-150 Sporen
pro mm” wurde durch rasche Verwirbelung der Luft gewihrleistet. Nach ca. 15 Minuten
wurden die Topfe um 180 ° gedreht, so dass die Inokulation der abaxialen Seite der
Primérblatter durchgefiihrt werden konnte. Nach weiteren 15 Minuten war die Inokulation
abgeschlossen und die Pflanzen wurden bei den unter 2.1 beschriebenen Bedingungen in
Klimakammern weiter kultiviert. Fiir eine Scheininokulation (mock) wurde wie beschreiben

verfahren, allerdings wurde auf das Abschiitteln von Sporenmaterial verzichtet.
2.3.2 Applikation eines chemischen Resistenzinduktors

Die Behandlung mit dem chemischen Resistenzinduktor Benzo(1,2,3)thiadiazol-7-carbothion-
sdure-S-methylester (BTH, auch Azibenzolar-S-methyl, CGA245704, Bion®, Ciba-Geigy,
jetzt Syngenta, Basel, Schweiz) wurde von Dr. Katrin BeBler, IPAZ GieBen, durchgefiihrt.
Dazu wurde BTH als Formulierung von 50 % aktiver Substanz mit WP (wettable powder) in
Wasser mit einer Konzentration von 125 ppm auf 6 Tage alte Keimlinge der Linie Ingrid

gespriiht, bis die Blétter gleichmiBig von feinen Tropfchen bedeckt waren (Befler 2001).
2.3.3 Injektion von Glucoseoxidase

Die Injektion der Glukoseoxidase in Gerstenblétter wurde von Dr. Josef Fodor am IPAZ,
GieBlen durchgefiihrt, der die RNA-Proben dieses Versuchs freundlicherweise fiir einige
Untersuchungen zur Verfiigung stellte. Um die Bildung von extrazelluldirem
Wasserstoffperoxid zu induzieren, wurde 9 Tage alten Primérblittern der Linie Pallas eine
Kaliumphosphatlésung (10 mM KH,POs, pH 7,5) injiziert, die 2 mM Glucose und verschie-

dene Konzentrationen (0, 25, 50, 100 units/ml) Glucoseoxidase enthielt. Kontrollpflanzen
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wurde nur Wasser injiziert. Nach der Injektion wurden die Pflanzen in einem Klimaschrank

kultiviert.

2.4 Mikroskopische Untersuchungen

Die mikroskopischen Untersuchungen sollten Aufschluss dariiber geben, ob sich der
Gerstenmehltaupilz erwartungsgemdll auf den Gerstenbléttern entwickelte und ob schon zu
frithen Zeitpunkten (5 und 13 hpi) Reaktionen der Zellen auf den Penetrationsversuch zu
sehen waren. Die Entwicklung des Echten Gerstenmehltaupilzes, sowie Resistenzreaktionen
der Pflanze auf Penetrationsversuche des Pilzes wurden mittels Durchlicht- und Auflicht-
fluoreszenz-Mikroskopie analysiert. Zuvor wurde das Blattmaterial fixiert, entfiarbt und
anschliefend der Pilz angefarbt. Die Fixierung des Blattmaterials erfolgte wéhrend einer 48-
stiindigen Inkubation in Entfirberlosung, wobei der Entfiarber nach 24 Stunden erneuert

wurde. Anschliefend wurden die entfdarbten Primérblitter in Mikroskopierlosung gelagert.

= Entfarberlosung: Trichloressigsdure 0,15 % (w/v) in Ethanol/Chloroform 4:1 (v/v)
= Mikroskopierlosung: Glycerol/A. dest 1:1 (v/v)

Ein etwa 5 cm langes Segment der entfiarbten Bldtter wurde zur Prédparatherstellung mit
Wasser gespiilt und dann fiir 30 Sekunden in Essigsaure Tinte gelegt. AnschlieBend wurden
die Segmente erneut in Wasser geschwenkt, um iiberschiissige Tinte abzuwaschen. Dann
wurden die Blétter mit der adaxialen Seite nach oben auf einen Objekttriger gelegt und nach

Zugabe von Mikroskopierlosung mit einem Deckglas luftblasenfrei abgeschlossen.
= Essigsaure Tinte: Blaue Tinte (Pelikan, 4001)/Essigsdure 25 % (v/v) 1:9 (v/v)

Die mikroskopischen Untersuchungen erfolgten an einem Zeiss Axioplan Mikroskop mit

Auflichtfluoreszenzeinrichtung.
2.5 RNA-Extraktion
2.5.1 Extraktion von Gesamt-RNA

Zur Extraktion von Gesamt-RNA aus Gerstenblittern wurden 5 Primérblatter in Falcon-
Rohrchen in fliissigen Stickstoff geerntet. AnschlieBend erfolgte die Homogenisierung des
Materials in flissigem N,. Das dabei entstandene Pulver wurde unverziiglich in ein 2 ml
Eppendorfgefal iiberfiihrt und bei —70 °C bis zur Extraktion gelagert. Die Extraktion der
Gesamt-RNA erfolgte gemiB den Herstellerangeben mit RNA clean (AGS, Heidelberg).
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Abweichend von diesem Protokoll wurde das getrocknete RNA-Pellet in A. bidest geldst. Das
anschlieBend noch vorhandene unlosliche Pellet, bei dem es sich wahrscheinlich um
Polysaccharide handelte, wurde nach Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm, 4 °C) in einer
Kiihlzentrifuge (Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg) von der RNA-L6sung getrennt. Die
Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei 260 nm (Photometer DU
7400, Beckman, Miinchen), wobei 2 pl der RNA-Ldsung mit A. bidest 1:125 verdiinnt wurde.

Eine ODy6onm von 1 entsprach einer Konzentration von 40 pug RNA pro ml.

2.5.2 Isolation von PolyA"-RNA

Fiir die Synthese von cDNA-Banken wurde mRNA aus einem Teil der Gesamt-RNA isoliert.
Dazu wurden Dynabeads® Oligo (dT),s (Dynal A.S, Oslo, Norwegen) gemiB den
Herstellerangaben verwendet. Bei Dynabeads™ handelt es sich um magnetische polymere
Partikel, deren Oligo-dT-Uberhang mit dem PolyA'-Schwanz der mRNA in Wechselwirkung
tritt und so die Separation der messenger-RNA von tRNA und rRNA ermdglicht. Nach einer
Konditionierung der Dynabeads® in 100 ul Binding-Puffer, wurden 250 pl der Partikel mit
100 pg Gesamt-RNA in 1,5 ml EppendorfgefaBBen vermischt. Danach wurden die Gefidfle in
einen Magnetstinder gestellt und der Uberstand entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit

Wasch-Puffer erfolgte die Elution der PolyA"™-RNA in 10 pl Elutionsldsung.

» Binding-Puffer (2x): 20mM TrisClI (pH 7,5), 1 mM LiCl, 2 mM EDTA
= Wasch-Puffer: 10 mM TrisCl (pH 7,5), 0,15 mM LiClL, 1 mM EDTA
= FElutionslosung: 10 mM TrisCl (pH 7,5)

2.6 Durchfithrung der Suppressiven Subtraktionshybridisierungen
(SSH)

2.6.1 Herstellung von cDNA-Banken

Die fiir die Durchfiihrung der Suppressiven Subtraktionshybridisierungen benotigten cDNA-
Banken wurden mit Hilfe des SMART™ PCR ¢DNA Synthesis Kit (BD Biosciences Clontech,
Heidelberg) hergestellt. Der Einsatz der SMART™-Technologie (Switching Mechanism At 5'
end of the RNA Transcript) erlaubt es, aus geringen Mengen an Ausgangsmaterial (50 ng
Gesamt- oder 25ng mRNA) auf Grund eines PCR-Schrittes groe Mengen an
doppelstrangiger cDNA zu synthetisieren. Als Ausgangsmaterial fiir die cDNA-Synthesen

diente PolyA"™-RNA, die wie in 2.5 beschrieben aus Gerstenprimirblittern isoliert worden
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war. Die Blatter stammten von den Linien Ingrid (I, mlg) und Ingrid-Weihenstephan (IWe,
Mlg) und waren 3, 4, 5 bzw. 11, 12, 13 Stunden nach Inokulation mit Echtem
Gerstenmehltaupilz bzw. mock-Inokulation geerntet worden. Zundchst wurde die mRNA
verschiedener Zeitpunkte der beiden Linien vereinigt, so dass die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten
mRNA-Pools entstanden. Die Synthese der cDNA erfolgte gemall dem SMART™ PCR ¢DNA
Synthesis Kit User Manual. Pro Erststrangsynthese wurden 200 bis 400 ng PolyA'-RNA

eingesetzt.

Tab. 2.2: Ubersicht iiber Pflanzenmaterial, Behandlung und Probezeitpunkte zur Erstellung
von mRNA-Pools, die als Ausgangsmaterial der SMART™-cDNA-Synthese dienten.

Nr. Linie Zeitpunkte Behandlung

1 Ingrid 3—5hpi Bgh-inokuliert

2 Ingrid 3—-5hpi mock- inokuliert
3 Ingrid 11— 13 hpi Bgh-inokuliert

4 Ingrid 11-13 hpi mock- inokuliert
5 Ingrid-Weihenstephan 3—-5hpi Bgh-inokuliert

6 Ingrid-Weihenstephan 3—5hpi mock- inokuliert
7 Ingrid-Weihenstephan 1113 hpi Bgh-inokuliert

8 Ingrid-Weihenstephan 11—13 hpi mock- inokuliert

= Erststrangsynthese:

3ul mRNA-LGsung
1 ul cDNA-Synthese(CDS)-Primer
1 ul SMART II Oligonukleotid

S5ul Endvolumen

= CDS-Primer: 5" AAGCAGTGGTTAACAACGCAGAGTACT3N.N-3'
(N: A, C, G, T;N-1: A, C, G)

* SMART II Oligonukleotid: 5'-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG-3'

Nach zweiminiitiger Inkubation bei 70 °C in einem thermocycler, wurden die folgenden

Komponenten hinzugegeben:
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2 ul  5x Erststrangsynthese-Puffer

1 pul Dithiothreithol (DTT, 20 mM)

lul  50x ANTP (10 mM)

1 ul  M-MLYV Reverse Transkriptase (200 units/pul)

Diese Mischung wurde anschlieBend fiir 1 Stunde bei 42 °C im thermocycler inkubiert.

Nach Beenden der Erststrangsynthese wurden die Ansdtze mit je 450 ul TE-Puffer verdiint
und 7 min bei 72 °C in einem Heizblock erhitzt. Danach folgte eine LD-PCR (long distance-
PCR), ber der doppelstrangige cDNA (ds-cDNA) entstand.

= LD-PCR:

3ul  verdiinntes cDNA-Erststrangsyntheseprodukt
39ul  A. bidest

S5ul 10x Advantage 2 PCR Puffer

lul 50 x dANTP (10 mM)

1 ul  PCR-Primer (10 uM)

1 ul  50x Advantage 2 Polymerase Mix
50 ul Endvolumen

Die Amplifikation der doppelstringigen cDNA fand in einem thermocycler (Perkin Elmer
9600) statt:

1 min 95 °C Denaturierung
5 sec 95 °C Denaturierung
18x 5 sec 65 °C Primeranlagerung (annealing)
6 min 68 °C Primerverldgerung (cDNA-Synthese)
7 min 68 °C Komplettierung der cDNA-Doppelstringe
© 4°C Abbruch der Reaktion

Bei der SMART™-Erststrangsynthese werden Adaptoren in den cDNA-Erststrang eingebaut,
die eine spitere Amplifikation der cDNA mittels PCR ermoglichen (vgl. Abb. 2.1). Zunichst
lagert sich der CDS-Primer, der einen PolyT-Bereich enthilt, an den PolyA"-Schwanz der
mRNA-Matrize an. Die M-MLV(Moloney Murine Leukemia Virus)-Reverse Transkriptase
(Superscript II, Gibco™BRL, Karlsruhe) synthetisiert dann den cDNA-Erststrang und héngt,
sobald sie das 5'-Ende der Matrize erreicht hat, auf Grund ihrer terminalen
Transferaseaktivitit 3 bis 5 Deoxycytidine an das 3'-Ende der cDNA an. Dieser C-Uberhang
wird im folgenden fiir die Anlagerung des SMART II Oligonukleotids genutzt, das an seinem

3'-Ende drei Deoxyguanidine trdgt. Schlieflich kommt es zum sogenannten template
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switching, d.h. die Reverse Transkriptase erkennt das SMART II Oligonukleotid als Matrize
und fiigt dieses Stiick dem cDNA-Erststrang an. Letztlich entsteht so ein doppelstrangiger
cDNA-Strang (ds-cDNA), der an beiden Enden eine Adaptorsequenz besitzt, die zur

Amplifikation genutzt werden kann.

Poly A" mRNA
5' AAAAA 3'
GGG <((oommm .
5 aﬂﬂﬂ) M-MLV-RT CDS-Primer
SMART II-Oligonukleotid Synthese des cDNA-Einzelstrangs
S AAAAA
CCC m
GGG
o g Template Switching
5 GGG AAAAA
M CCC I
Adaptor Adaptor
Primer-
Extension
I]II]]]II]GGG I
I]]]]]:I]]CCC Tnnann
ds-cDNA

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der SMART™-Technologie. (Erlduterung s. Text)
2.6.2 Rsal-Verdau der SMART-cDNAs

Auf die im SMART™ PCR ¢DNA Synthesis Kit User Manual empfohlene Aufreinigung der
cDNA wurde verzichtet. Die Produkte aus vier cDNA-Synthesen wurden vereinigt, um eine
ausreichende Menge an cDNA zu gewihrleisten, und mit Komponenten aus dem CLONTECH
PCR-Select™ ¢DNA Subtraction Kit (BD Biosciences Clontech, Heidelberg) in einem

Restriktionsverdau mit Rsal eingesetzt:

= Restriktionsansatz:

200 ul  ds-cDNA
22 ul 10x Rsal Restriktions-Puffer
L,5ul  Rsal(10 units/pl)
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Der Verdau der cDNA fand wihrend einer dreistiindigen Inkubation in einem Wasserbad bei

37 °C statt.
2.6.3 Aufreinigung der geschnittenen cDNAs

Fiir diesen Schritt wurde nicht der vom Hersteller empfohlene CLONTECH NucleoTrap®
PCR Kit verwendet, sondern der High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim). Es wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren, allerdings wurde
kein Elutionspuffer zur Elution der Nukleinsduren benutzt, sondern A. bidest, das zuvor mit
Natronlauge (0,1 N) auf pH 8-9 eingestellt worden war. AnschlieBend wurde das Eluat mit
Hilfe von Microcon® YM-100 Zentrifugationssiulchen (Millipore, Eschborn) aufkonzentriert.
Dazu wurde die aufgereinigte DNA-Losung auf die Sdule pipettiert, die in einem 1,5 ml
Eppendorfgefd3 saf. Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 500 g in einer
Kiihlzentrifuge, wurde das Microcon-Saulchen um 180 © im Eppendorfgefd3 gedreht. Die
cDNA wurde schlieBlich durch eine dreiminiitige Zentrifugation bei 1000g im
Eppendorfgefdl aufgefangen. Dadurch wurde die fiir die anschlieBende Adaptorligation

benotigte Konzentration an geschnittener und aufgereinigter cDNA von 300 pg/ul erreicht.
2.6.4 Adaptorligation und Ligationseffizienzanalyse

Die Adaptorligation wurde gemi3 den Herstellerangeben durchgefiihrt. Dazu wurden die
Ansitze 15 Stunden bei 16 °C in einem thermocycler (Primus, MWG-Biotech AG, Ebersberg)
inkubiert. Die anschlieBende Ligationseffizienzanalyse wurde nicht mit den im Kit
enthaltenen G3PDH-Primern, die fiir die Anwendung des Kits in menschlichen Systemen
gedacht sind, durchgefiihrt, sondern mit Primern fiir das GAPDH-Gen der Gerste, die von
MWG-Biotech AG, Ebersberg, bezogen wurden.

= GAPDHs: S'-TCAAGCAAGGACTGGAGA-3'
= GAPDHas: 5-TGCTGTAACCCCACTCGT-3'

2.6.5 Durchfiihrung der subtraktiven Hybridisierungen

Die subtraktiven Hybridisierungen sollen dazu dienen, cDNAs anzureichern, die in der
cDNA-Population des sogenannten Testers hdufiger vorkommen, als in der des sogenannten
Drivers. Dazu wird der cDNA-Pool des Testers mit einem Uberschuss an Driver-cDNA

hybridisiert. Details zu dieser Methode finden sich in der Dissertation von Birgit Jarosch
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(Jarosch, 2002), sowie im CLONTECH PCR-Select™ ¢DNA Subtraction Kit User Manual.
Insgesamt wurden vier subtraktive Hybridisierungen durchgefiihrt, wobei nach den Angaben
des Herstellers verfahren wurde. Die ersten Hybridisierungen dauerten jeweils 8 Stunden, die
zweiten jeweils 16 Stunden und fanden alle in einem thermocycler (Primus, MWG-Biotech
AG, Ebersberg) statt. Die einzelnen Tester-Driver-Kombinationen sind in Tabelle 2.3

aufgefiihrt.

Tab. 2.3: Tester-Driver-Kombinationen der subtraktiven Hybridisierungen.

SSH Tester-cDNA Driver-cDNA

1 IWe, 3-5 hpi, inokuliert Ingrid, 3-5 hpi, inokuliert

2 IWe, 11-13 hpi, inokuliert Ingrid, 11-13 hpi, inokuliert

3 IWe, 11-13 hpi, mock-inokuliert Ingrid, 11-13 hpi, mock-inokuliert

4 IWe, inokuliert (alle Zeitpunkte) Ingrid, mock-inokuliert (alle Zeitpunkte)

Bei den Hybridisierungen 1 und 2 sollten Genfragmente angereichert werden, die in der Mig-
tragenden Linie IWe zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation (3-5 hpi bzw. 11-13 hpi)
im Vergleich zur mig-tragenden Linie Ingrid verstirkt exprimiert werden. Bei der dritten
Hybridisierung sollten Genfragmente isoliert werden, die konstitutiv in der resistenten Linie
eine stirkere Expression zeigen, wéhrend in der letzten Hybridisierung alle Mehltaupilz-

induzierbaren Gene angereichert werden sollten.
2.6.6 Suppressions-PCR

Die Suppressions-PCR soll dazu dienen, die differentiell exprimierten cDNAs selektiv zu
amplifizieren. Es wurde auch hier gemifB den Herstellerangaben verfahren, allerdings wurden
beide PCR-Schritte mit mehr Zyklen durchgefiihrt, als im CLONTECH PCR-Select™ ¢DNA
Subtraction Kit User Manual angegeben waren. Bei den ersten Suppressions-PCRs wurden 28
Zyklen statt der empfohlenen 27 gewihlt, und die nested-PCRs mit 17 statt der angegebenen
10-12 Zyklen durchgefiihrt, da zuvor keine Produkte sichtbar waren.

2.6.7 Klonierung der PCR-Produkte

Da bei der Suppressions-PCR blunt-end cDNAs, d.h. Fragmente ohne Nukleotidiiberhang,
entstanden waren, wurde fiir die Klonierung der Zero Blunt® TOPO® PCR Kloning Kit for
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Sequencing (Invitrogen Life Technologies GmbH, Karlsruhe) geméfl den Herstellerangaben
eingesetzt. An den 3'-Enden des linearisierten pCR™4Blunt-TOPO®-Vektors befindet sich die
aus dem Vaccinia-Virus stammende Topoisomerase I, die die Ligation von blunt-end PCR-
Produkten bewerkstelligt. Ausserdem besitzt der Vektor zu beiden Seiten der Insertionsstelle
einen Teil des LacZa-ccdB-Fusionsgens, das bewirkt, dass Zellen, die einen Vektor ohne
Insert aufgenommen haben, absterben. Letztlich tiberleben nur die E. coli-Zellen, die den

pCR®4Blunt-TOPO®-Vektor mit einkloniertem PCR-Produkt aufgenommen haben.

= Klonierungsansatz:

4 ul frisches PCR-Produkt
1l Salzlosung

1yl TOPO® -Vektor
6 u1  Endvolumen

Nach einer Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur, erfolgte die Transformation der
Vektoren in chemisch kompetente E. coli-Zellen. Dazu wurden 2 pl des Klonierungsansatzes
mit 50 ul TOP 10 One Shot™ Chemically Competent E. coli (Invitrogen Life Technologies
GmbH, Karlsruhe) in einem Eppendorfgefd3 gemischt und 25 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad fiir 30 Sekunden, wurden die Zellen auf Eis
gestellt und mit 250 pl SOC-Medium vermischt. Die Vermehrung der transformierten Zellen
fand wiéhrend einer einstiindigen Inkubation bei 37 °C in einem Horizontalschiittler statt, in
dem die Eppendorfgefdlle mit 200 rpm geschiittelt wurden.

Die Zellen wurden dann auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen und die Platten

tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

= SOC-Medium: 2g  Bacto Trypton
0,55g Bacto Yeast Extract
I ml 1M NaCl Stock-Solution
I ml 1M KCI Stock-Solution

= LB-Agar: 10g  bacto-tryptone (Gibco™BRL, Karlsruhe)
5g  bacto-yeast-extract (Gibco™BRL, Karlsruhe)
10g NacCl

I5¢g Agar-Agar (Serva, Heidelberg)
ad 1 1 mit A. dest., - pH 7 mit NaOH, autoklaviert
- mit Ampicillin: 100 mg Ampicillin (sterilfiltriert) hinzugeben.
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Von jeder der vier Hybridisierungen wurden 323-384 Bakterienkolonien mit integrierten
cDNA-Fragmenten fiir weitere Untersuchungen isoliert, indem sie mit einem sterilen

Zahnstocher auf LB-Agarplatten mit Ampicillin tibertragen wurden.

2.7 Identifizierung differentiell exprimierter Gene
2.7.1 Kolonie-PCR

Die einzelnen Klone der subtrahierten cDNA-Banken (2.6.7) wurden zunéchst auf die Grofle
der inserierten cDNA-Fragmente in einer Kolonie-PCR hin iiberpriift. Diese wurde mit den
Primern nested 1 und nested 2R (s.u.) durchgefiihrt, die komplementir zu den
Adaptorsequenzen sind, die an die Rsal-geschnittenen cDNA-Fragmente ligiert wurden (vgl.
2.6.4), und somit den inserierten Bereich direkt flankieren. Fiir die Amplifikation der
inserierten cDNA-Fragmente wurden einige Zellen jeder Kolonie mit Hilfe eines
Zahnstochers steril in 15 ul A. bidest tberfilhrt und mit den Komponenten eines

Reaktionsansatzes vermischt.

= Reaktionsansatz:

2 ul 10x PCR-Puffer (Silverstar, Eurogentec, Heidelberg)
2 ul dNTPs (2 mM)
2ul  Primer 1/2R-Mix (10 mM)

0,12u  Tag-Polymerase (Silverstar, Eurogentec, Heidelberg)
20 pul Endvolumen

Die Amplifikation erfolgte in einem thermocycler (Perkin Elmer 9700).

3 min 94 °C Denaturierung

I5sec 94 °C Denaturierung
35x 30sec 68 °C Primeranlagerung (annealing)
60sec 72 °C Primerverldgerung (DNA-Synthese)
7 min 72 °C Komplettierung der cDNA-Doppelstringe
0 4°C Abbruch der Reaktion

= nested 1-Primer:  5'-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGG-3'
= nested 2R-Primer: 5'-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

Anschliefend wurden 10 pl des PCR-Ansatzes mit 2 pul 5x DNA-Ladepuffer versetzt und im
1,5 %igen  Agarosegel mit Ethidiumbromid (0,16 pg/ml) in 1x  TBE-Puffer

30



MATERIAL UND METHODEN

gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Grof3enstandard diente ein 1 kb plus-Marker. Der Rest
der Kolonie-PCR wurde 1:2 mit A. bidest verdiinnt.

5x DNA-Ladepuffer: 50 % 10x Farbmarker, 50 % 10x TBE

10x Farbmarker: 0,25 % Bromphenolblau, 40 % Sucrose

10x TBE: 0,9 M Tris, 0,9 M Borsidure, 25 mM EDTA, autoklaviert

1 kb"-Marker: 1 ug 1 Kb PLUS DNA Ladder™ (Gibco™BRL, Karlsruhe)
in 1x TBE und 1x Farbmarker

2.7.2 Reverse Northern Dot Blots

Im Gegensatz zu Northern Analysen sind bei Reversed Northern Analysen mobiler und
fixierter Hybridisierungspartner miteinander vertauscht und an Stelle von RNA wird cDNA
eingesetzt. Fiir die Dot Blots wurde je 1 ul der verdiinnten Produkte der Kolonie-PCR in
zweifacher Wiederholung manuell auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) gespottet. Als Kontrollen zum Vergleich der Signalstirken
auf den mit Tester- und Driver-Sonde hybridisierten Blots wurden PCR-Produkte der
GAPDH und eines Aktins auf die Membran aufgebracht. Durch Auflegen der Membran auf
ein mit Denaturierungs-Puffer getrinktes Filterpapier fiir 2x 5 min denaturiert, wobei die
DNA-Seite nach oben wies. Nach einer anschlieBenden Neutralisation, fiir die die Membran
2x 5 min auf ein mit Neutralisations-Puffer getrianktes Filterpapier gelegt wurde, wurde die
DNA durch UV-crosslinking (125 mJ) kovalent an die Membran gebunden (GS Gene
Linker™ UV chamber, Bio-Rad, Miinchen). Von jeder Membran wurde ein Duplikat
angefertigt. Vor der Hybridisierung wurden die Membranen 2x 5 min in 2x SSC, 0,1 % SDS
bei Raumtemperatur gewaschen und 30 min bei 60 °C im Hybridisierungsofen (Hybaid,
Heidelberg) mit Dig Easy Hyb Puffer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) préhybridisiert.
Danach wurden die beiden Kopien der Membranen mit den korrespondierenden cDNA-
Sonden von Tester und Driver (vgl. Tab. 2.3) bei 60 °C iiber Nacht hybridisiert. Bei den
Sonden handelte es sich um PCR-Sonden, die durch Amplifikation der einzelstringigen
SMART™-cDNA (s. 2.6.1) gewonnen worden waren. Um die DIG-Markierung der Sonden zu
erreichen, wurde bei der SMART™-Zweitstrangsynthese (s. 2.6.1) der ANTP-Mix durch einen
PCR DIG Probe Synthesis Mix (PCR DIG Probe Synthesis Kit, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) ersetzt. Nachdem die Intensitit der beiden Sonden angeglichen worden war,

wurden diese bei —20 °C gelagert. Vor jeder Hybridisierung wurden die Sonden 5 min bei
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90 °C denaturiert. Die Immunodetektion erfolgte nach Waschen der Membranen mit
0,1x SSC, 0,1 % SDS bei 68 °C mit Anti-Digoxygenin-Antikorpern tiber Chemilumineszenz
entsprechend den Herstellerangaben fiir Anti-Dig-AP, Fab fragments und CPD-Star™ (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim). Nach Exposition eines Rontgenfilms (Kodak X-OMAT™
AR, Rontgen Bender, Baden-Baden) mit der eingeschweiliten Membran wurde die
Hybridisierung der Sonden mit den PCR-Produkten durch Schwirzung des Films nach dessen

Entwicklung sichtbar.

= Denaturierungs-Puffer: 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH
= Neutralisierungs-Puffer: 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris — pH 7,5 mit HCI, autoklaviert

20 x SSC-Pufter: 3 M Na(Cl, 0,3 M Tri-Na-citrat, - pH 7 mit HCI, autoklaviert
10 % SDS: 10 % sodiumdodecylsulfate (w/v) in A. bidest, autoklaviert

2.8 Identifizierung von Resistenzgen-Analoga (RGA) in SMART™-
cDNAs

Ziel dieses Teils der Arbeit war es, mit Hilfe von verschiedenen Primerkombinationen, die
von Sequenzen bestimmter Motive bereits bekannter Resistenzgene abgeleitet worden waren,
das Mlg-Gen zu isolieren. Von den insgesamt 141 Primerkombinationen waren 69 von
Nukleotidbindestellen (NBS), 59 von leucinreichen Regionen (LRR), 7 von Kinasemotiven,
4 von Toll-Interleukin-Motiven (TIR) und 2 von Leucin-Zipper-Motiven (LZ) abgeleitet
worden (s. Tab. 8.3).

2.8.1 Durchfithrung der RGA-PCRs

Die Primerkombinationen wurden in PCRs eingesetzt, bei denen die SMART™-cDNAs (s.
2.6.1) als template dienten. Auf diese Weise sollten Gene mit Resistenzgenmotiv isoliert
werden, die entweder in den Mlg-tragenden Gerstenlinien Ingrid-Weihenstephan (IWe) bzw.
Manchuria-Goldfoil (MGf) im Vergleich zur nahezu isogenen, Mehltaupilz-suszeptiblen Linie
Ingrid (I) bzw. Manchuriaisegen (Mi) verstérkt exprimiert wurden, oder Gene, deren Expression

nach Bgh-Inokulation erhoht war.
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= Reaktionsansatz

2,5 ul 10x PCR-Puffer (SubTherm, Genecraft, Miinster)
2,5 ul dNTPs (2 mM)
0,75l MgCl; (3 mM)
4 ul for. + rev. Primer-Mix (5 mM)
15,13 ul  A. bidest
0,12 u Taq-Polymerase (SubTherm, Genecraft, Miinster)

25ul  Endvolumen

Die Amplifikation erfolgte in einem thermocycler (Perkin Elmer 9700):

1 min 94 °C Denaturierung
15 sec 94 °C Denaturierung
35x 30 sec 45-55°C  Primeranlagerung (annealing)
30 sec 72 °C Primerverldgerung (DNA-Synthese)
7 min 72 °C Komplettierung der ds-DNA
0 4°C Abbruch der Reaktion

Die PCR-Produkte wurden mit 3 ul 10x DNA-Ladepuffer versetzt und anschlieend
gelelekrophoretisch im 1,5 %igen Agarosegel mit Ethidiumbromid (0,16 pg/ml) in 1x TBE-
Puffer aufgetrennt. Polymorphe Banden wurden mittels Skalpell aus dem Gel geschnitten und

die DNA mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) eluiert.
= 10x TBE: 0,9 M Tris, 0,9 M Borsiure, 25 mM EDTA, autoklaviert
2.8.2 Klonierung der cDNA-Fragmente

Die eluierten cDNA-Fragmente wurden unter Verwendung des pGEM®™-T Vector Systems
(Promega, Mannheim) in E. coli-Zellen, Stamm DHS5a (BD Biosciences Clontech,

Heidelberg) kloniert. Die Klonierung erfolgte nach Herstellerangaben.
2.9 Plasmidpriparation
2.9.1 Mini-Plasmidpriparation

Zunichst wurden Ubernachtkulturen der Klone hergestellt, indem mit einem sterilen
Zahnstocher Zellen einer Einzelkolonie in 4 ml LB-Medium mit Ampicillin {iberfiihrt wurden,
und die Kultur iiber Nacht bei 37 °C horizontal geschiittelt wurde. Zur Plasmidprédparation

wurden die Zellen anschlieBend pelletiert. Die Isolierung rekombinanter Plasmid-DNA aus
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Bakterienzellen wurde mit dem Qiaprep Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Daneben wurden glycerolstocks von den Klonen angelegt, indem 150 pl
Glycerin mit 850 ul Bakterienkultur auf einem Vortexer gut vermischt und bei —70 °C

gelagert wurden.
2.9.2 Midi-Plasmidpriparation

Fiir die Isolierung groBerer Mengen an Plasmid wurde eine 50 ml-Ubernachtkultur angelegt,
deren Zellen nach 16-stiindiger Inkubation bei 37 °C in einem Horizontalschiittler fiir die
Plasmidpraparation pelletiert wurden. Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde nach Anleitung

des NucleoBond® PC 100 Kits (Macherey-Nagel, Diiren) durchgefiihrt.

2.10 Sequenzierung und GenBank Sequenzvergleiche

Die ¢cDNA-Klone, die aus den RGA-Versuchen stammten, wurden, ebenso wie die, die im
Reversed Northern differentielle Signale ergaben (s. 2.7.2), mit dem Thermo Sequanase
Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) vom Plasmid nach der didesoxy-Kettenabbruckmethode
(Sanger et al. 1977) sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte auf einem Li-Cor 4000-Gerit
(MWG-Biotech AG, Ebersberg) mit Fluoreszenz-(IRD800)-markierten M13reverse- oder
M13universal-Primern (s.u.) im 6 %igen Polyacrylamidgel bei 40 °C, 37 mA, 1500 V und
40 W {iiber Nacht (Trennstrecke 40 cm).

= Gel: 35ml 6 % Long Ranger Gel Solution (Biozym, Hess. Oldendorf),
7 M Harnstoff, 1 x TBE long run (MWG-Biotech AG, Ebersberg),
sterilfiltriert
350 ul  DMSO (Dimethylsulfoxid)
25 ul  TMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
250 ul 10 % APS in A. bidest (w/v)

= Sequenzierprimer:
M13forward (-21): 5-CAGGAAACAGCTATGACC-3' (5' IRD 800 Mod.)
M13universal (-29): 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3' (5' IRD 800 Mod.)

Fiir die Sequenzierreaktion wurden zu jeweils 1,5 ul A-, C-, G-, T-Losung des Kits 4,5 ul des

folgenden Mixes pipettiert und die Reaktion anschlieBend im thermocycler amplifiziert.
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= cycle sequencing-Mix: 1-2 pg  Plasmid
ad 18 ul  A. bidest
2 ul  Sequenzierprimer (10 uM)

3 ul DMSO
5 min 95 °C Denaturierung
15sec 94 °C Denaturierung
30x 15sec  61/64 °C (M13rev/M13univ)  Primeranlagerung (annealing)
15sec  72°C Primerverldgerung (DNA-Syn.)
o0 4°C Abbruch der Reaktion

Nach Zugabe von 4 pl Stoppuffer (Fluorescent loading dye with formamide, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) zu jedem Reaktionsansatz, wurden 1,5 pl der Ansétze auf das
Polyacrylamidgel geladen.

Die Sequenzen wurden in der NCBI (National Center for Biotechnology Information)
GenBank-Datenbank mit Hilfe des BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-
Algorithmus auf Ahnlichkeiten mit anderen Sequenzen (Gene, ESTs und Proteine) untersucht
(Altschul et al. 1997). Das Auffinden bestimmter Motive in den Sequenzen erfolgte durch
Vergleiche mit bekannten Proteinmotivmustern in der Prosite-Datenbank (ExPasy Molecular
Biology Server, Swiss Institute of Bioinformation [SIB]) oder in der Pfam HMM-Datenbank
(http://pfam.wustl.edu/hmmsearch.shtml, University in St.Louis, Washington). Motive
innerhalb von Promotorregionen wurden durch Vergleiche in der PlantCARE Datenbank
(http://sphinx.rug.ac.be:8080/PlantCARE/index.htm) identifiziert. Alignments zum Vergleich
von zwei oder mehreren Sequenzen miteinander wurden mit ClustalW (European Molecular
Biology Laboratory [EMBL] outstation — European Bioinformatics Institute [EBI]) und dem
Programm GeneDoc (Multiple Sequence Alignment Editor & Shading Utility, Nicholas &
Nicholas 1997) durchgefiihrt.
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2.11 Uberpriifung der differentiellen Expression auf Transkriptions-
ebene

2.11.1 Northern-Analysen

2.11.1.1 Denaturierende Agarosegele

Die Gesamt-RNA wurde in einem 1,5 %igen Agarosegel mit 5 % (v/v) Formaldehyd (37 %)
in 1x MOPS gelelektrophoretisch aufgetrennt. Vor dem Auftragen wurde die RNA-Losung
mit dem gleichen Volumen an RNA-Ladepuffer versetzt und zum Auflésen von

Sekundirstrukturen 5 min bei 95 °C im Heizblock denaturiert.

= 10x MOPS: 200 mM Morpholin-3-propansulfonsiure
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigséure)
— pH 7 mit NaOH, 1 % [v/v] DEPC, autoklaviert

= RNA-Ladepuffer: 260 ul Formaldehyd (37 %)
720 pl Formamid
80 ul Glycerin, autoklaviert
80 ul gesittigtes Bromphenolblau
160 ul 10x MOPS
100 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml in A. bidestpgpc)

ad 1,5 ml mit A. bidestpgpc

2.11.1.2 Northern Blotting

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von 10-15 pg Gesamt-RNA wurden Northern
Blots mittels Kapillarstromtransfer in 25 mM  Na-Phosphat-Puffer, pH 6,5 bei
Raumtemperatur {iber Nacht durchgefiihrt. Als Matrix diente eine positiv geladene
Nylonmembran (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), an die die RNA durch UV-
Bestrahlung (125 mJ) kovalent gebunden wurde (s. 2.7.2).

2.11.1.3 Sondenherstellung

Alle Northern Analysen wurden mit **P-markierten PCR-Sonden durchgefiihrt. Als template
fiir die Sonderherstellung diente entweder das Produkt aus der Kolonie-PCR (s. 2.7.1) oder
das isolierte Plasmid mit integrierter cDNA (s. 2.9).
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= Reaktionsansatz:

0,5 ul Plasmid-DNA / PCR-Produkt

1,0 pl 10x PCR-Puffer (Silverstar, Eurogentec, Heidelberg)
1,0 ul 500 uM dATP-, dGTP-, dTTP-Mix

1,0 ul for. + rev. Primer-Mix (10 uM)

0,3 ul MgCl; (50 mM)

2,7 ul A. bidest

0,5 ul Taq-Polymerase (Silverstar, Eurogentec, Heidelberg)
3,0 ul a-dCTP* (10 pCi/pl)
10,0 pul Endvolumen

Als Primer wurden entweder nested 1- und nested 2R-Primer (s. 2.7.1) oder die U/R-Primer

M13fw [-40] und M13rev (s.u.) eingesetzt.

=  MI3fw [-40]: 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3'
=  Ml3rev: 5'-AACAGCTATGACCATGA-3'

Die Amplifikation fand in einem thermocycler statt (Primus, MWG-Biotech AG, Ebersberg).

2min  95°C Denaturierung
15sec 94 °C Denaturierung
35x 15sec 56 0. 68 °C (U/R o.nested) Primeranlagerung (annealing)
15sec 72°C Primerverldgerung (DNA-Syn.)
0 4°C Abbruch der Reaktion

Nach Beendigung der PCR wurden nicht-inkorporierte Nukleotide unter Einsatz einer
Sephadex-Zentrifugationssdule (MicroSpin G-25, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
vom PCR-Produkt nach Herstellerangaben abgetrennt. Die gereinigte Sonde wurde dann,

bevor sie zur Hybridisierung eingesetzt wurde, 5 min bei 85 °C denaturiert.

2.11.1.4 Northern Hybridisierung und Detektion der Hybridisierungssignale

Vor der Hybridisierung wurden die Blotmembranen in 2x SSC, 0,1 % SDS bei
Raumtemperatur 3 x 10 min auf einem Schiittler gewaschen. Die Hybridisierung erfolgte liber
Nacht bei 60 °C im Hybridisierungsofen. Vor Zugabe der Sonde fand eine mindestens
einstlindige Prahybridisierung der Membran in 10 ml 1x Hybridisierungspuffer statt. Fiir die

Hybridisierung wurde jeweils ein Volumen der denaturierten Sonde entsprechend ca.
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300.000-400.000 cpm/ml eingesetzt. Nach einer etwa 16-stiindigen Hybridisierung wurde die
Membran zuerst 2x 5 min mit 2x SSC, 0,1 % SDS (60 °C) in der R6hre gewaschen. Dann
erfolgte ein Waschen in 0,1x SSC, 0,1 % SDS im Wasserbad bei 60 °C, bis kein radioaktiver
Hintergrund mehr mit dem Handmonitor zu detektieren war. Die Membran wurde dann in
einen Plastikbeutel eingeschweilit und mit einem Phosphorscreen (Kodak Imaging Screen-K,
Bio-Rad, Miinchen) exponiert. Das Auslesen der Phosphorscreens fand in einem
Phosphorimager (Molecular Imager™ FX, Bio-Rad, Miinchen) statt und wurde mit dem
Programm Quantity One-4.1.1 (Bio-Rad, Miinchen) in einer Auflosung von 100 oder 200 um

dokumentiert.

= 5x Hybridisierungspuffer: 1% BSA (Rinderserumalbumin, w/v)
1 % Polyvinylpyrrolidon 10-40 kDa (w/v)
1 % Ficoll 1400000 (w/v)
250 mM TrisCl, pH 7,5
0,5 % Tetra-Na-diphosphat-Decahydrat (w/v)

5% SDS (w/v)
sterilfiltriert (0,45 pm)

= Ix Hybridisierungspuffer: aus 5x Hybridisierungspuffer mit A. bidest verdiinnt
04M  NaCl

2.11.2 RT-PCR

In den Féllen, in denen eine Genexpression flir Northern-Analysen zu schwach war, wurde
auf die sensitivere Methode der RT-PCR zuriickgegriffen. Zu diesem Zweck wurde der
OneStep RT-PCR-Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Nach Reverser Transkription der RNA in
cDNA, wurde anschlieBend mit Hilfe spezifischer Primer ein Fragment des zu
untersuchenden Gens amplifiziert. Wenn mit Hilfe der RT-PCR eine differentielle
Genexpression untersucht werden sollte, war es ndtig, die Ubereinstimmung der RNA-
Konzentrationen in allen Proben durch RT-PCR mit Ubiquitinl-Primern (s. Tab. 8.4) zu
iiberpriifen. Mit Hilfe dieser Primer wird ein etwa 500 bp grofles Fragment des Transkripts
des konstitutiven Ubiquitinl-Gens amplifiziert. Die Stirke der Banden sollte im Gel in allen

Spuren gleich sein.
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= Reaktionsansatz:

500 ng RNA
5,0 ul 5x QIAGEN OneStep RT-PCR Puffer
0,8 ul dNTPs (10 mM)
0,4 ul for. + rev. Primer-Mix (10 mM)
0,2 ul RNase-Inhibitor (10 u/ul)
0,9 ul Enzym-Mix
ad 25 pul RNase freies Wasser

Die Reverse Transkription und anschlieBende Amplifikation fanden in einem thermocycler

(Perkin Elmer 2400) statt:

30 min 50 °C Reverse Transkription
15 min 95 °C Inaktivierung der RT, Denaturierung
30 sec 94 °C Denaturierung
24-30 x 30 sec 56-65 °C Primeranlagerung (annealing)
30 sec 72 °C Primerverlidgerung (DNA-Synthese)
10 min 72 °C Komplettierung der DNA-Doppelstringe
0 4°C Abbruch der Reaktion

Die RT-PCR-Produkte wurden schlieBlich im TBE-Agarosegel mit Ethidiumbromid

aufgetrennt.
2.11.3 ,,SMART™-RT-PCR*

Da die Zahl der Gene, deren Expression auf Transkriptionsebene im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden sollte, recht grofl war, wurde nach einer preiswerten Alternative zur RT-
PCR gesucht. So wurde sie Methode der ,,.SMART™-RT-PCR* entwickelt, bei der statt RNA
doppelstrangige SMART™-cDNA als template eingesetzt wurde. Vorteil dieser Methode war
es, dass das template in nahezu beliebiger Menge amplifiziert werden konnte, wobei das
Verhiltnis der in der Ausgangs-RNA enthaltenen Transkripte unveridndert blieb (Herrler
2000). Fiir die Herstellung der SMART™-cDNA (s. 2.6.1) wurden Inokulationsversuche mit
Echtem Gerstenmehltaupilz (Bgh) an den Gerstenkultivaren Ingrid und Ingrid-Weihenstephan
(IWe) sowie mit Echtem Weizenmehltaupilz (Bgf) an Ingrid durchgefiihrt (s. 2.3.1), um
unabhiingige RNA zu gewinnen. AuBerdem wurde SMART™-cDNA aus PolyA'-RNA
chemisch induzierter bzw. WP-behandelter Primérblitter cv. Manchuria hergestellt, um eine
BTH-Induzierbarkeit der untersuchten Gene zeigen zu konnen. In Tabelle 2.4 sind die

synthetisierten SMART™-cDNAs zusammengestellt.
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Tab. 2.4: Ubersicht der fiir die SMART™-RT-PCR hergestellten SMART™-cDNA-Banken.

Linie Zeitpunkt Behandlung Linie Zeitpunkt Behandlung
Ingrid 4 hpi mock-inokuliert Ingrid 4 hpi Bgt-inokuliert
Ingrid 8 hpi mock-inokuliert Ingrid 8 hpi Bgt-inokuliert
Ingrid 12 hpi mock-inokuliert Ingrid 12 hpi Bgt-inokuliert
Ingrid 4 hpi Bgh-inokuliert Manchuria 7 hpt WP-behandelt
Ingrid 8 hpi Bgh-inokuliert Manchuria 24 hpt WP-behandelt
Ingrid 12 hpi Bgh-inokuliert Manchuria 7 hpt BTH-behandelt
IWe 4 hpi Bgh-inokuliert Manchuria 24 hpt BTH-behandelt
Iwe 8 hpi Bgh-inokuliert hpi: hours post inoculation

IWe 12 hpi Bgh-inokuliert hpt: hours post treatment

Die SMART™-cDNAs mock-inokulierter bzw. WP-behandelter Proben dienten als Kontrollen
fiir die Induzierbarkeit der Gene durch Mehltaupilz oder BTH. Ebenso wie bei der RT-PCR
wurde die Ubereinstimmung der cDNA-Konzentrationen der einzelnen Banken durch PCR
mit Ubiquitinl- oder MAPK-Primern (Acc.Nr.: AJ495775, s. Tab. 8.4) iiberpriift (s. 2.11.2).
Fir die Amplifikation wurde das Programm der RT-PCR verwendet, wobei der RT-Schritt

entfiel und die erste Denaturierung auf 2 min verringert wurde.

2.12 Verlangerung der ESTs
2.12.1 RACE-Experimente

RACE (rapid amplification of cDNA ends) ist dazu geeignet, ESTs in 5'- oder 3'-Richtung zu
full length Transkripten zu verldngern. Die fiir diese Methode erforderliche cDNA-Bank
wurde gemdl den Herstellerangeben zum GeneRacer™ Kit (Invitrogen Life Technologies
GmbH, Karlsruhe) aus 250 ng mRNA Bgh-inokulierter Primérblétter der Linie IWe (3 und 13
hpi) gewonnen. Unter Verwendung der GeneRacer™-Primer, die an Adaptoren binden, die an
die cDNA ligiert worden sind, und genspezifischer Primer sollten in einer PCR full length
Kopien des untersuchten Gens amplifiziert werden. Sdmtliche verwendeten Primer sind im

Anhang (Tab. 8.5) aufgefiihrt.
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2.12.2 Inverse PCR (iPCR)

Inverse PCR ist eine weitere PCR-basierende Methode, die urspriinglich zur Bestimmung von
Insertionsstellen von Transposons eingesetzt wurde (Huang et al. 2000). Sie kann aber auch
zur Isolierung von Promotoren bzw. zur Verldngerung von EST, die z.B. bei SSH oder einem
Kandidatengenansatz entstehen, verwendet werden

Das Prinzip der iPCR ist in Abbildung 2.2 dargestellt. Zunichst wird genomische DNA mit
einem Restriktionsenzym geschnitten. Die dabei entstandenen Fragmente werden
anschliefend verdiinnt und ligiert, so dass zyklische DNA-Molekiile entstehen. Diese dienen
als template in einer PCR, bei der spezifische Primer filir das jeweilige Gen (gsp) eingesetzt
werden, die wie Primer fir RACE-Experimente in 5'- und 3'-Richtung des Gens orientiert
sind. Dies bedeutet, dass mit diesen Primern bei einer PCR mit linearisierter DNA keine
Produkte amplifiziert werden. In der iPCR wird dann der Bereich zwischen den Primern
amplifiziert, der je nach Lage der Restriktionsschnittstelle neue Sequenzinformation in 5'-

und/oder 3'-Richtung beinhaltet.

Gen genomische DNA
—_———p e mm = = = = — - = ———
Start . bekannte Sequenz . Sto
5 3 p
Restriktionsverdau
v
|— —_ == ———— - - - -
Start 5 bekannte Sequenz 3'  Stop
Schnittstelle Ligation Schnittstelle
Schnittstelle | o= = = 3
- Stop 1;&

Start L 5 genspezifische\
\ 5' Primer (gsp)
N 7’

~ =

inverse PCR

Start Stop

* — —
gsp 5 3 gsp

Schnittstelle PCR-Produkt

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Prinzips der iPCR. Erklarung siehe Text.

41



MATERIAL UND METHODEN

2.12.2.1 Herstellung von Restriktionsbanken

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten iPCR-Experimente wurden 16 verschiedene
Restriktionsbanken, d.h. Pools zyklischer DNA-Molekiile, hergestellt. Dafiir wurden die
Restriktionsenzyme BamHI', Eco72'i, Eco91i', EcoRI?, EcoRV', Kpnl', Neol' und Rsal* (*:
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, *: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet.
Geschnitten wurden pro Enzym 2,5 pg und 750 ng genomischer DNA der Linie [IWe wihrend
einer vierstiindigen Inkubation der Ansétze bei 37 °C. Nach der Zugabe von 0,1 Volumen
Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 2 Volumen Ethanol (100 %), wurden die DNA-Fragmente
iiber Nacht bei —20 °C gefillt und wéhrend einer anschlieBenden Zentrifugation (45 min,
14.000 rpm, 4 °C) in einer Kiihlzentrifuge (Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg)
pelletiert. Das Pellet wurde dann in 50 pl A. bidest geldst. Danach erfolgte die Zugabe der

folgenden Komponenten:

300 pul A. bidest
40,0 pl 10x Ligase-Puffer
1,0 pl T4-Ligase (10 u/ul, Promega, Mannheim)

400 nl Endvolumen

Die Ligation erfolgte wihrend der Inkubation der Ansétze bei 4 °C iiber Nacht. Anschlie3end
wurden die zyklischen DNA-Molekiile durch Zugabe von 0,1 Volumen Natriumacetat (3 M)
und 2 Volumen Ethanol (100 %) nach einer zweistiindigen Inkubation bei —20 °C durch
Zentrifugation (1 h, 14.000 rpm, 4 °C) gefillt. Das Pellet wurde anschliefend mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, bis es klar war, und dann in 80 pl A. bidest gelost.

2.12.2.2 Durchfiihrung der inversen PCRs

Fiir die inversen PCRs wurde die zyklischen DNA als template verwendet.

iPCR-Reaktionsansatz:

3 ul template (zyklische DNA)
13,6 ul A. bidest

2,5 ul 10x PCR-Puffer (SubTherm, Genecraft, Miinster)
2,5 ul dNTPs (2 mM)

0,75 ul MgCl; (50 mM)
2,5 ul gs-Primer-Mix (10 pM)

0,15 pl Tag-Polymerase (10 u/ul, SubTherm, Genecraft, Miinster)

25,0 ul Endvolumen
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Die Amplifikation fand in einem thermocycler (Perkin Elmer 2400) statt:

3 min 94 °C Denaturierung
30 sec 94 °C Denaturierung
35x 30sec  62-65°C Primeranlagerung (annealing)
3 min 72 °C Primerverldgerung (DNA-Synthese)
5 min 72 °C Komplettierung der DNA-Doppelstrange
0 4°C Abbruch der Reaktion

Nach der Amplifikation wurde eine 1:50-Verdiinnung der PCR-Produkte hergestellt, die als

template fiir die folgende nested-PCR verwendet wurde.

= nested-PCR-Reaktionsansatz:

1,0 pl verdiinntes PCR-Produkt
15,6 ul A. bidest
2,5 ul 10x PCR-Puffer (SubTherm, Genecraft, Miinster)
2,5 ul dNTPs (2 mM)
0,75 pl MgCl; (50 mM)
2,5 ul nested-gs-Primer-Mix (10 pM)
0,15 pul Taq-Polymerase (10 u/ul, Subtherm, Genecraft, Miinster)
25,0 ul Endvolumen

Die Amplifikation erfolgte im thermocycler Perkin Elmer 2400:

3 min 94 °C Denaturierung
30 sec 94 °C Denaturierung
35x 30sec  62-65°C Primeranlagerung (annealing)
3 min 72 °C Primerverlidgerung (DNA-Synthese)
5 min 72 °C Komplettierung der DNA-Doppelstringe
0 4 °C Abbruch der Reaktion

Die Produkte der nested-PCR wurden im TBE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, die

Banden aus dem Gel ausgeschnitten, eluiert (s. 2.8.1) und schlieBlich sequenziert (s. 2.10).
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2.13 Genfunktionsanalyse mittels Transienter Transformation

Zur Uberpriifung der Funktion einiger ausgewihlter Gene im  Gerste/Echter
Gerstenmehltaupilz-Pathosystem wurde das von Schweizer et al. (1999a) entwickelte
transiente Transformationssystem genutzt. Da von keinem der untersuchten Gene der
komplette open reading frame (ORF) vorlag, wurden RNA Interferenz (RNA1) Experimente
durchgefiihrt. Dabei wird doppelstrdngige RNA des zu untersuchenden Gens synthetisiert und
mittels particle bombardments in Epidermiszellen von Gerstenblittern eingebracht. Diese
dsRNA bewirkt, iiber einen noch nicht vollig aufgeklirten Mechanismus, dass die mRNA des
korrespondierenden Gens degradiert wird, und somit die Translation, d.h. die Bildung des
Proteins unterbleibt. RNAI ist daher eine geeignete Methode, Gene gezielt auszuschalten und

so ihre Funktion bei der Abwehr des Mehltaupilzes zu untersuchen.
2.13.1 Herstellung doppelstriangiger RNA

Zur Herstellung der dsSRNA geht man vom linearisierten Plasmid aus, was bedeutet, dass die
Vektoren (pGEM®-T und pCR®4Blunt-TOPO®), in die die zu untersuchenden Gene
einkloniert waren, in zwei Ansédtzen mit Hilfe zweier Restriktionsenzyme geschnitten werden
mussten, und zwar hinter dem /nsert vom jeweiligen RNA-Polymerase-Promoter aus gesehen.
Fir die Restriktion des pGEM®-T-Vektors wurden die Enzyme Spe I und Sph I (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet, beim pCR*4Blunt-TOPO®-Vektor wurde statt mit Sph I
mit Not I (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) geschnitten.

* Restriktionsansatz:
10 ug Plasmid
3 ul  10x Restriktionspuffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
1,5 pl  Restriktionsenzym (10 u/ul, MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
ad30ul A bidest

Die Ansidtze wurden 2 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschlieend mit 170 pl HyOpgpc
verdiinnt. Die Zugabe von 200 ul Roti®-Phenol/Chloroform (Carl Roth GmbH + Co,
Karlsruhe) fithrte zur Entfernung der Restriktionsenzyme aus der Losung. Nach
zehnminiitiger Zentrifugation (14.000 rpm, 4 °C) wurden 200 pl Uberstand abgenommen, mit
420 pl 100 %igem Ethanol versetzt und zum Féllen fiir 20 min auf Eis gestellt. Nach erneuter
30-mintitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm, 4 °C wurde das Ethanol abgenommen, das Pellet
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getrocknet und schlieBlich in 10 ul A. bidestpgpc gelost. Durch in vitro Transkription bei
37 °C fiir 2 h und unter Verwendung der jeweiligen RNA-Polymerase (T7 im Spe I-Verdau,
Sp6 im Sph I-Verdau und T3 im Not I-Verdau) erfolgte die Synthese der RNA-Einzelstrange

(sense und antisense).

= RT-Reaktionsansatz:

2 ul  template (linearisiertes Plasmid)

4 ul 10x Transkriptionspuffer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

1 pl RNase-Inhibitor (10 u/pul, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

5 ul NTPs (10 mM, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

2 ul T7 bzw. Sp6 RNA-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
ad 40 pl A. bidestpgpc

Die Bildung des RNA-Doppelstrangs erfolgte, indem die Ansédtze zusammenpipettiert, 5 min
bei 95 °C im Heizblock denaturiert und anschlieBend samt Block fiir 1 h bei —20 °C abgekiihlt
wurden. Die beiden Einzelstringe und der RNA-Doppelstrang wurden durch Auftrag von je
2 pl im TBE-Agarosegel mit Ethidiumbromid iiberpriift.

Fiir eine Konzentrationsbestimmung wurden 4 pl der dsSRNA mit 6 ul A. bidestpgpc, 1 pl
Natriumacetat (3 M) und 25 pl Ethanol (100 %) vermischt. Bei einer folgende Zentrifugation
(10 min, 14.000 rpm, 4 °C) wurde die doppelstringige RNA pelletiert und nach einem
Waschschritt mit 70 %igem Ethanol in 400 ul A. bidestpgpc unter Erwdrmung geldst.
SchlieBlich wurde mit Hilfe des Photometers die Konzentration iiber den Extinktionswert bei

260 nm bestimmt.
2.13.2 Beschichtung der Microcarrier

Die Wolframpartikel M 17 (@: 1,1 um, Bio-Rad, Miinchen) wurden vor der Beschichtung
10 min im Ultraschallbad behandelt. Die Beschichtung erfolgte durch Mischung folgender
Komponenten, wobei das Calciumnitrat (4 °C) langsam und tropfenweise unter Vortexen

zugefiigt wurde:

125 pl Wolframpartikel (25 mg/ml)

10 ng Reporter-DNA (GFP" in pGY-1)

20 ug dsRNA (des Testgens oder hum. Thyroid-Rezeptors)
145 ul Ca(NO3), (1M)

*: green fluorescent protein
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Nach einer zehnminiitigen Inkubation auf Eis, wurde nach kurzer Zentrifugation so viel
Uberstand abgenommen, dass fiir 10 Schiisse 60 pl des Ansatzes iibrig blieben. Als Kontrolle
zum Testgen diente den RNA Interferenz Experimenten die dsSRNA eines humanen Thyroid
Hormonrezeptors (Accession number NM 000461), der keine Homologien zu Genen in

Pflanzen aufweist.
2.13.3 Beschief3en der Gerstenblitter

Pro Variante wurden 8 Petrischalen (0: 6,5 cm) mit 0,5 %igem Phytagar (Invitrogen Life
Technologies GmbH, Karlsruhe) gefiillt. Auf den Agar wurden jeweils vier 5 cm lange
Segmente von 6-8 Tage alten Primérbléttern cv. Pallas mit der adaxialen Seite nach oben
gelegt. Die Blétter wurden mit einer Plastikschablone, die in der Mitte einen Ausschnitt von
2x 3 cm freilieB, fixiert und auf den Boden einer Vakuumkammer genau unter einem
Nylonnetz (Maschenweite 0,2 mm, Millipore, Eschborn) platziert. Kurz vor dem Schief3en
wurden die beschichteten Microcarrier im Ultraschallbad behandelt, um mogliche Aggregate
zu zerschlagen. Pro Schuss wurden 6 pl der beschichteten Partikel auf den Macrocarrier
(Plastik-Sterilfilterhalter, 13 mm, Gelman Sciences, Swinney, UK) aufgetragen, und dieser in
die particle inflow gun (PIG) eingeschraubt. Mit einer Membranvakuumpumpe wurde der
Druck in der Kammer um 0,9 bar reduziert und die Wolframpartikel mit 9 bar
Heliumgasdruck auf die Oberfldche der Gerstenblétter geschossen. Sofort danach wurde die
Kammer beliiftet. Nach dem Beschuss wurden die Blétter fiir 4 h bei Raumtemperatur

inkubiert.
2.13.4 Inokulation der Blattsegmente

Vier Stunden nach dem BeschieBen wurden die Blattsegmente mit Konidien des Echten
Gerstenmmehltaupilzes (BghA6) inokuliert. Dafiir wurden die gedffneten Petrischalen unter
einen Inokulationsturm gestellt und so lange Sporen stark infizierter Pflanzen abgeschiittelt,
bis eine Dichte von 100-150 Sporen pro mm® erreicht war. Nach der Inokulation standen die

Schalen mit geschlossenem Deckel fiir 48 Stunden bei 18-20 °C.
2.13.5 Mikroskopische Auswertung der transienten Transformation

Die Auswertung erfolgte zwei Tage nach der Inokulation der transformierten Blétter mit Hilfe
eines Auflichtfluoreszenzmikroskops (Axioplan, Zeiss, Jena). Zur Pridparation wurden die

Blattsegmente in Wasser geschwenkt, um sie von ungekeimten Sporen zu befreien. Die
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gekeimten Mehltaukonidien wurden durch anschlieBendes Eintauchen der Segmente in
0,3 %ige Calcofluorlosung (Polysciences Inc., Warrington, USA) fiir ca. 15 sec angeférbt.
Danach wurden die Blattsegmente mit der adaxialen Seite nach oben auf einen Objekttrager
gelegt und nach Zugabe eines Tropfens 50 %igen Glycerols mit einem Deckglas luftdicht
abgeschlossen.  Zundchst wurden die  Prdparate unter  Fluoreszenzanregung
(Quecksilberhochdrucklampe, HBO 50 W, Osram) bei 100facher Vergro3erung und mit Hilfe
eines GFP-Filters (Anregungsfilter 420 nm, Farbteiler 493 nm, Sperrfilter 505-530 nm) nach
GFP-Zellen abgesucht. Einzelne GFP-Zellen wurden dann bei 400facher Vergroferung unter
Verwendung eines Calcofluorfilters (365 nm, 395nm, 420nm) und Durchlicht
(Halogenlampe, 12 V, 100 W) auf die Interaktion mit gekeimten Mehltausporen untersucht.
Bei den attackierten Zellen wurden erfolgreich penetrierte, d.h. solche mit mindestens einem
ctablierten Haustorium, von den Zellen unterschieden, bei denen der Penetrationsversuch
abgewehrt worden war. Die Penetrationsrate wurde als Quotient der Summe der penetrierten

Zellen und der Summe aller Interaktionsstellen berechnet.

47



ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

3.1 Zytologische Analyse der Interaktion zwischen Gerste und
BghA6

Da es Ziel dieser Arbeit war, Gerstengene zu isolieren, die zu frithen Zeitpunkten der
Gerste/Gerstenmehltaupilz-Interaktion exprimiert werden, wurden von verschiedenen
Gerstenlinien Primérbldtter 3-5 hpi bzw. 11-13 hpi (hours post inoculation) geerntet. Die
zytologischen Untersuchungen sollten Aufschluss dariiber geben, ob zu diesen Zeitpunkten
bereits Reaktionen der Epidermiszellen auf die Pathogenattacke beobachtet werden konnten.
So wurden Bléitter der Linien Ingrid (I, mig/mlg), Ingrid-Weihenstephan (IWe, Mig/Mlg),
Manchuriaisogen (M1, mlg/mlg) und Manchuriaiseen-Goldfoil (MiGf, Mig/Mlg) 5 hpi und 13 hpi
mikroskopisch auf den Entwicklungsstatus des Pilzes und die Reaktion der attackierten
Epidermiszellen hin untersucht. Abbildung 3.1 zeigt das Ergebnis dieser Analysen. Dabei
konnte festgestellt werden, dass bei einer Inokulationsdichte von 130 Sporen/mm’ etwa auf

jeder zweiten Epidermiszelle eine Konidiospore lag.

Abb. 3.1: Entwicklungsstatus des
A) Mehltaupilzes (5 hpi) und Reaktionen
5 hpi der Epidermiszellen auf die Attacke

i

100 - des Pathogens 5 hpi (A) und 13 hpi

(B).

80 - sKS:  sekundirer Keimschlauch

60 - pKS:  primérer Keimschlauch
Rktu.: Reaktion unter

40 4 Gezéhlt wurden 5 hpi die Konidien, die

20 - H einen sekundiren Keimschlauch (sKS)
gebildet hatten, sowie die Reaktionen

L
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o
1

der attackierten Zellen. Reaktion unter
Rkt u. pKS dem primdren bzw. sekunddren
] Keimschlauch bedeutet, dass die Zelle
C1IWe entweder ihren Zellkern unter den
B) 1 Mi Keimschlauch verschoben hatte, oder
; ine Cytoplasmaaggregation unter dem

MiGf | S"°

100 - . = Keimschlauch zu sehen war.

13 hpi schwarze Sdulen: Ergebnisse der Linie

80 4 )

Ingrid ().

60 - hellgraue Siulen: Ergebnisse der Linie

40 - Ingrid-Weihenstephan (IWe).
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) Linie Manchuriajsogen-Goldfoil (MiGf).
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Fiinf Stunden nach Inokulation hatten zwischen 90 % und 95 % der Sporen einen sekundiren
Keimschlauch ausgebildet. Zu diesem frithen Zeitpunkt zeigten zwischen 18,6 % (Mi) und
43,5 % (MiGf) der Epidermiszellen eine Reaktion auf den Pathogenbefall, was hier meist
durch das Verschieben des Zellkerns unter den primédren Keimschlauch deutlich wurde,
wiéhrend die Bildung einer Cytoplasmaaggregation duflerst selten war. 13 hpi reagierten
zwischen 78,3 % und 93 % der Zellen auf die Attacke des Mehltaupilzes, wobei die
Reaktionen unter dem appressorialen Keimschlauch héufiger waren, als die unter dem
primédren. Bei 47,6 % () bis 55,7 % (MiGf) der Interaktionen konnte eine Reaktion unter dem
sekundiren Keimschlauch beobachtet werden, wihrend unter dem primdren Keimschlauch
nur in 22,6 % (MiGf) bis 41,7 % (I) der Félle eine Reaktion sichtbar war. Auf Grund der
Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen wurden die gewihlten Zeitpunkte (3-5 hpi

bzw. 11-13 hpi) fiir die Isolierung frith Mehltaupilz-induzierter Gene als geeignet erachtet.

3.2 Isolierung differentiell exprimierter Gerstengene mittels
Suppressiver Subtraktionshybridisierung (SSH)

Zur Isolierung differentiell exprimierter Gerstengene wurden vier Suppressive
Subtraktionshybridisierungen durchgefiihrt (vgl. 2.6.5). Beim ersten SSH-Experiment sollten
Gene angereichert werden, die 3-5 Stunden nach Inokulation mit BghA6 verstirkt in der Mig-
tragenden Linie Ingrid-Weihenstephan (IWe) im Vergleich zur suszeptiblen Linie Ingrid
exprimiert waren. Dabei wurden 305 Klone isoliert, die in Reversed Northern Dot Blots auf
differentielle Signale zwischen Tester (¢cDNA der Linie IWe) und Driver (cDNA der Linie
Ingrid) hin untersucht wurden. Insgesamt zeigten 36 Klone ein stirkeres Signal auf den mit
Tester-cDNA als Sonde hybridisierten Blots (s. Abb. 8.1). 27 dieser Klone wurden
sequenziert und mit Nukleinsdure- oder Proteinsequenzen aus der NCBI GenBank verglichen
(s. Tab. 3.1). Sechs der Klone zeigten keine signifikante Homologie zu bereits bekannten
Genen oder Proteinen. Die verbliebenen 21 Klone reprisentierten 8 verschiedene Gene
(Sequenzen s. GenBank oder Tab. 8.1). Die Klone P1000, P1001, P1002, P1005, P1009, P1019,
P1035 sowie die Klone P1006, P1011, P1022 bzw. P1010, P1027 und P1015, P1024, P1030, P1033
enthielten jeweils das gleiche Fragment. Ebenso die Klone P1013, P1014 und P1017, P1037.
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Tab. 3.1: Sequenzvergleich der c¢cDNA-Klone potentiell differentiell exprimierter Gene, erstes SSH-

Experiment.
Klon- Accession- Groflie hochste Homologie blastn/ . . 2
N number (bp) other ESTs' hochste Homologie blastx
P1000", -/ 764  Acc.Nr. AV935242 (0.0, 98 %) Trichoplusia ni insect intestinal
P1001, mucin
P1002  AJ291335 Acc.Nr. AF000605 (2¢, 41 %)
P1005,
P1009,
PI019,
P1035
P1003" AJ291343 keine signifikanten Homologien
P1004 -/ n.d. nicht sequenziert
P1006", -/ 767  Acc.Nr. BF265455 (0.0, 98 %)  Solanum tuberosum
P1011 photosystem II type II
P1022 chlorophyll a/b binding protein
Acc.Nr. AF079590 (1¢™', 84 %)
P1007" -/ nd  nicht sequenziert
P1008 -/ n.d. nicht sequenziert
PI010Y, AJ291338 576  Acc.Nr. BF066036 (0.0, 99 %) Triticum aestivum WIR1A
P1027 Protein
Acc.Nr.Q01482 (1e*, 50 %)
P1012 -/ n.d.  nicht sequenziert
PI013%, AJ291341 795 Acc.Nr. AV928118 (¢, 83 %) Hordeum vulgare putative acid
PI1014 phosphatase
AccNr. AJ250282 (2¢%, 68 %)
PI015", -/ 719 Acc.Nr. AV909444 (0.0,98 %)  Triticum aestivum RuBisCO
P1024, large subunit
P1030, Acc.Nr. NC_002762 (e,
P1033 100 %)
P1016N -/ 569  Acc.Nr. BF253967 (0.0, 98 %)  keine signifikanten Homologien
PI017", -/ 653 Acc.Nr. AJ433259 (0.0, 98 %)  Hordeum vulgare lipid transfer
P1037 Protein 7a2b
Acc.Nr. T05950 (2™, 94 %)
PI018Y  AJ291337 896  Acc.Nr. AV834130 (3¢, 93 %) keine signifikanten Homologien
P1021" -/ n.d.  nicht sequenziert
P1025" -/ n.d.  nicht sequenziert
P1026 -/ 361 keine signifikanten Homologien
PI028"  AJ291342 728  Acc.Nr. BM817394 (2¢™, 94 %)  Portesia coarctata
metallothionein
Acc.Nr. AF257465 (2¢™,
. 76 %)
P10297  AJ291347 434 Acc.Nr. AV936648 (0.0,99 %)  keine signifikanten
Homologien
PI1031 -/ n.d.  nicht sequenziert
P1032" -/ n.d.  nicht sequenziert
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Fortsetzung Tab.3.1

P1034" -/ 626  Acc.Nr. AV935834 (0.0,98 %)  Oryza sativa Rieske Fe-S
precursor protein
Acc.Nr. AF093631 (5¢7,
86 %)

P1036" AJ291348 567  keine signifikanten Homologien

Stand Mérz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Nukleotide bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

Stand Mérz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Aminosiuren bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

. differentielle Expression in Northern und/oder RT-PCR ftberpriift.

n.d.: nicht bestimmt

grau unterlegt: Gene, die als Mehltaupilz-induziert identifiziert werden konnten.

2,

N,

Beim zweiten SSH-Experiment sollten Gene angereichert werden, deren Expression 11-13 hpi
in IWe im Vergleich zu Ingrid stirker war. Von den 336 isolierten Klonen zeigten 25 in
Reversed Northern Dot Blots ein stirkeres Signal auf den mit Tester-cDNA als Sonde
hybridisierten Blots (s. Abb. 8.2). 21 dieser potentiell differentiell exprimierten Gene wurden
sequenziert (Sequenzen s. GenBank oder Tab. 8.1) und mit Nukleinsdure- oder
Proteinsequenzen aus der NCBI GenBank verglichen (s. Tab. 3.2). Zwei der Klone zeigten
keine signifikante Homologie zu bekannten Proteinen oder Genen. Die Klone P1063, P1065,
P1066, P1078, P1079, P1080, P1084, P1085, P1088, P1090, P1091 und P1093 enthielten jeweils
das gleiche Fragment, ebenso die Klone P1073, P1082 bzw. P1074, P1081.

Tab. 3.2: Sequenzvergleich der cDNA-Klone potentiell differentiell exprimierter Gene, zweites SSH-

Experiment.

Klon- Accession- Grofle Homologie blastn/other Homologie blastx?

Nr. number (bp) ESTs'

P1063, -/ 706 Acc.Nr. AV928438 (0.0, 90 %) Oryza sativa photosystem II

P%065 ’ 10K protein

Elggg: Ace.Nr. T04177 (3¢, 65 %)

P1079,

P1080,

P1084,

PI108S,

PI088,

P1090,

P1091,

P1093

P1064 -/ 770 Acc.Nr. AV933045 (0.0, 94 %) Arabidopsis thaliana NADH
dehydrogenase
Acc.Nr. NM_120938 (1¢™,
67 %)

P1067Y -/ n.d. nicht sequenziert
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Fortsetzung Tabelle 3.2

P1068 -/ 396  Acc.Nr. AJ433193 (¢, 98 %) Triticum aestivum RuBisCO/
oxygen subunit
Acc.Nr. AB042066 (1e™*, 80 %)

P1069N -/ n.d.  nicht sequenziert

P1070N -/ 950  keine signifikanten Homologien

p1072N -/ nd.  nicht sequenziert

P1073N  AJ278559 790 Acc.Nr. BE558680 (0.0, 87 %)  Sorghum bicolor leucine-rich
P1082 repeat protein LRP

Acc.Nr.T14818 (4, 40 %)
P1074N, AJ278561 740 Acc.Nr. AV908944 (0.0, 91 %) keine signifikanten Homologien

P1081
PI075Y AJ278562 385  Acc.Nr. AJ435216(0.0,99 %) keine signifikanten Homologien
P1077 -/ n.d. nicht sequenziert

P1089N  AJ278556 810 Acc.Nr. HVY14201 (0.0, 97 %) Hordeum vulgare hypothetical
protein pBH6-12
Acc.Nr. T06204 (1e*°, 87 %)

Stand Mérz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Nukleotide bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

Stand Mérz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Aminosiuren bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

differentielle Expression in Northern und/oder RT-PCR iiberpriift.

grau unterlegt: Gene, die als Mehltaupilz-induziert identifiziert werden konnten.

n.d.: nicht bestimmt.

1.
2.

N.

Konstitutiv zwischen IWe und Ingrid differentiell exprimierte Gene sollten im dritten SSH-
Experiment isoliert werden. Hierzu wurden cDNAs nicht inokulierter Primérblétter in die
Hybridisierungen eingesetzt. Insgesamt wurden 384 Klone isoliert, die in einer Kolonie-PCR
(s. 2.7.1) auf die GroBe des inserierten cDNA-Fragments hin tiberpriift wurden. Da nur etwa
10 verschiedene Insertgrolen gefunden wurden, wurde auf die Durchfiihrung von Reversed
Northern Dot Blots verzichtet und 12 der Klone sofort sequenziert. Die Klone P1108, P1115,
P1120 sowie P1111, P1112, P1116 und PI1117 enthielten jeweils das gleiche Fragment; ebenso
die Klone P1113, P1118 und P1119 (Sequenzen s. GenBank oder Tab. 8.1).

Tab. 3.3: Sequenzvergleich der ¢cDNA-Klone potentiell differentiell exprimierter Gene, drittes SSH-

Experiment.
Klon- Accession- Grofle Homologie blastn/other Homologie blastx’
Nr.  number (bp)  ESTs'
P1108, AJ293751 385 gleiches Fragment wie P1075
PI115,
P1120
P1109" -/ 378 AccNr. AV937131 (¢, 98 %) Hordeum vulgare Mg-chelatase

subunit XANTHA-F
Acc.Nr. AY039003 (4e 2,
97 %)
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Fortsetzung Tab.3.3
PI111Y, AJ293749 300 Acc.Nr. BG906524 (¢, 96 %) Oryza sativa putative tyrosine
P1112, phosphatase
Pl116, Acc.Nr. AF272978 (1™,
P1117 84 %)
PI113%, AJ293750 604 Acc.Nr. AV933002 (0.0, 99 %)  Nicotiana tabacum
PI118, phosphoprotein phosphatase
PI119 2A regulatory chain
Acc.Nr. T03684 (1¢**, 96 %)
N
PI1147  AJ293752 517  Acc.Nr. BF201649 (¢, 96 %) Oryza sativa unknown protein
Acc.Nr. AP003199 (2¢",
44 %)

': Stand Mirz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Nukleotide bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

Stand Mérz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Aminosiuren bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

N. differentielle Expression in Northern und/oder RT-PCR iiberpriift.

grau unterlegt: Gene, die als Mehltaupilz-induziert identifiziert werden konnten.

2,

Das vierte SSH-Experiment sollte dazu dienen, Gene anzureichern, die nach Inokulation der
Gerste mit Echtem Gerstenmehltaupilz differentiell exprimiert werden. Als Tester wurde
cDNA von IWe verwendet, die aus Blittern hergestellt wurde, die mit Mehltaupilz inokuliert
und 3-5 hpi bzw. 11-13 hpi geerntet worden waren. Der Driver war in diesem Fall cDNA
mock-inokulierter Blétter der Linie Ingrid. Von den 347 isolierten Klonen zeigten 12 in
Reversed Northern Dot Blots differentielle Signale, wobei die Expression zweier Klone im
Tester im Vergleich zum Driver geringer erschien (s. Abb. 8.3). Entgegen der bisherigen
Praxis wurden die differentiellen Klone nicht sofort sequenziert, sondern erst in Northern
Analysen auf ihre differentielle Expression hin liberpriift. Nur einer der Klone (s. Tab. 3.4)
zeigte eine verstirkte Expression nach Inokulation mit dem Echten Gerstenmehltaupilz und

wurde sequenziert.

Tab. 3.4: Sequenzvergleich des differentiell exprimierten cDNA-Klons, viertes SSH-Experiment.

Klon- Accession- Grofle Homologie blastn/other

Nr. number (bp)  ESTs' Homologie blastx”

PI121N -/ 723 Acc.Nr. BM371955 (0.0, 99 %) Tyiticum aestivum WIR1B

Protein
Acc.Nr. Q01481 (2¢™, 38 %)

': Stand Mirz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Nukleotide bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

Stand Mérz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Aminosduren bezogen auf die verglichene
Sequenz (in %).

N. differentielle Expression in Northern und/oder RT-PCR iiberpriift.

grau unterlegt: Gen, das als Mehltaupilz-induziert identifiziert werden konnte.

2.
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3.3 Uberpriifung der Genexpression auf Transkriptionsebene

Die differentielle Expression der mittels SSH identifizierten Klone sollte in unabhidngigen
Experimenten iiberpriift werden. Deshalb wurden von den 30 in den Tabellen 3.1 bis 3.4
entsprechend gekennzeichneten Klonen **P-markierte PCR-Sonden (s. 2.11.1.3) hergestellt,
die fiir Northern Blot-Analysen verwendet wurden. Diese wurden mit RNA-Proben aus einer
Kinetik BghA6- bzw. mock-inokulierter Gerstenprimédrblétter der Linienpaare Ingrid (mlg)
und IWe (Mlg) oder Manchuriajseen (mlg) und MiGf (Mlg) durchgefiihrt, um mogliche
Unterschiede in der Expression zwischen suszeptiblen (mlg) und resistenten (Mlg) Linien

aufzuzeigen.

3.3.1 Genexpression nach Inokulation mit Blumeria graminis f.sp. hordei

(Bgh) und Blumeria graminis f.sp. titici (Bgt)

Da bei zwolf der 30 untersuchten Klone (P1003, P1016, P1027, P1028, P1029, P1036, P1073,
P1075, P1109, P1111, PI113 und PI114) keine Signale auf den Northern Blots detektiert
werden konnten, wurde die Expression dieser Klone mit ,,SMART ™ _RT-PCR* (s. 2.11.3)
untersucht. Dazu wurden cDNAs aus PolyA’-Proben Mehltaupilz- und mock-inokulierter
Gerstenprimirblétter hergestellt, die dann als template in PCRs mit fiir das jeweilige Gen
spezifischen Primern eingesetzt wurden. Die ,,SMART™-RT-PCR* fiir PI003, P1028 und
Pl109, Pl114 zeigten eine konstitutive Expression der Gene (ohne Abbildung). In den PCRs
mit Primern fiir PI027, PI029 und Pl036 konnten keine Produkte amplifiziert werden. Fiir die
Klone Pl1016, PI073, P1075, P1111 und Pl113 konnte eine verstirkte Expression nach
Inokulation mit BghA6 und Bgt gezeigt werden (s. Abb. 3.2). Als Kontrolle wurde eine PCR
mit Primern fiir das Ubiquitinl-Gen, das nicht oder nur schwach durch Inokulation mit Bgh
induziert wurde (Schultheiss et al. 2002), durchgefiihrt. Bei gleichmaBiger Stirke der
Ubiquitinsignale konnte davon ausgegangen werden, dass die Konzentrationen der als
template eingesetzten cDNAs gleich war. Die Expression aller fiinf untersuchten Gene wurde
durch die Inokulation mit Bgh erhoht. Pl111 (Tyrosinphosphatasegen) schien nur nach Bgh-
Inokulation stirker induziert zu sein, wéhrend die iibrigen vier Kandidatengene auch durch
Inokulation mit Bgt induziert wurden. Die Expression von PI/13 zeigte in der Linie Ingrid
nach Inokulation mit Bgh und Bgt einen biphasischen Verlauf, wihrend seine Expression in

der Mig-tragenden Linie IWe nach Inokulation mit Bgh unveridndert blieb.
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---- Ubiquitin1 (Konstitutiv-Kontrolle)
---- PI016 (ohne signifikante Homologien)
-=== PI073 (LRP, leucinreiches Protein)
---- PI075 (ohne signifikante Homologien)

4 8 12 4 8 12 4 8 12 4 8 12 hpi
I mock I+Bgh 1We+ Bgh 1+ Bgt

Abb. 3.2: Transkriptabundanz der Gene Ubiquitinl, PI016, PI073, Pl075, Pl111 und Pl113 nach Inoku-
lation mit Bgh und Bgt.

Sieben Tage alte Primérblitter der Linien Ingrid und IWe wurden beidseitig mit Sporen des Echten Gersten-
mehltaupilzes oder des Echten Weizenmehltaupilzes (ca. 140 Sporen/mm?) bzw. mock-inokuliert. Nach 4, 8 und
12 Stunden wurden Blétter geerntet, aus denen Gesamt-RNA und schlieBlich mRNA gewonnen wurde. Diese
wurde in SMART™-cDNAs iibersetzt, die als template fir PCRs mit genspezifischen Primern dienten. Als
Kontrolle wurde eine PCR mit Primern eines Ubiquitinl-Gens durchgefiihrt, das eine konstitutive Expression

zeigte.

Bei vierzehn der untersuchten Gene (P/000, PI007, Pl013, Pl015, Pl017, Pl018, Pl021, Pl025,
PI032, PI034, PI067, PI069, PI070 und P1072) konnte bei Northern Analysen keine Anderung
der Expression nach Inokulation mit Bgh festgestellt werden. Auch war kein Unterschied in
der Expression dieser Gene zwischen der resistenten Linie IWe und der mlig-tragenden Linie

Ingrid zu beobachten.

Die Signale der Gene PI010, PI089 und PlI2] waren auf den Northern Blots nur sehr
schwach zu sehen, deuteten aber eine Induktion nach Inokulation mit Bgh an (ohne

Abbildung). Diese konnte mit Hilfe der ,,SMART™-RT-PCR* bestitigt werden (Abb. 3.3).
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---- Ubiquitin1 (Konstitutiv-Kontrolle)
==== PI010 (WIR1a-Homolog)
---- PI089 (pBH6-12)
-=== Pl121 (WIR1b-Homolog)

4 8 12 4 8 12 4 8 12 4 8 12 hpi
Imock I+Bgh IWe+Bgh 1+ Bgt

Abb. 3.3: Transkriptabundanz der Gene Ubiquitinl, PlI010, PI089 und PI12]1 nach Inokulation mit Bgh
und Bgt.

Sieben Tage alte Primérblédtter der Linien Ingrid und IWe wurden beidseitig mit Sporen des Echten
Gerstenmehltaupilzes oder des Echten Weizenmehltaupilzes (ca. 140 Sporen/mm?) bzw. mock-inokuliert. Nach
4, 8 und 12 Stunden wurden Blitter geerntet, aus denen Gesamt-RNA und schlielich mRNA gewonnen wurde.
Diese wurde in SMART™-cDNAs iibersetzt, die als template fiir PCRs mit genspezifischen Primern dienten. Als

Kontrolle wurde eine PCR mit Primern eines Ubiquitinl-Gens durchgefiihrt, das eine konstitutive Expression

zeigte.

Northern Blots zeigten eine verstirkte Expression der Gene P/006 und Pl074 nach
Inokulation mir Bgh in den Linien Ingrid und IWe. Die Expression von P/074 schien 24 hpi in
IWe stirker zu sein als in der suszeptiblen Linie Ingrid (Abb. 3.4).

CLE A ARl Bl L A A B R X & R PI006 (Chlorophyll a/b
' Bindeprotein)
T : i 2

- Pl074 (keine signifikan-

ten Homologien)

4 8 12162448[4 8 12162448|4 8 12162448[4 8 1216 24 48 hpi

Ingrid IWe Ingrid IWe
mock + Bgh

Abb. 3.4: Transkriptakkumulation der Gene PI/006 und PI074 nach Inokulation mit Bgh.

Sieben Tage alte Gerstenkeimlinge cv. Ingrid und IWe wurden beidseitig mit ca. 140 Bgh-Sporen pro mm®

inokuliert. Primérblitter der Gerstenpflanzen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten (hpi) geerntet und
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Gesamt-RNA extrahiert. Nach gelelektrophoretischer Trennung von 10-15 pg RNA pro Spur und Herstellung
von Northern Blots wurde die mRNA mit **P-PCR-Sonden von PI006 und PI074 unter stringenten Bedingungen
hybridisiert. Die gleichmidBige RNA-Beladung der Gele wurde anhand der Ethidiumbromid-vermittelten
Fluoreszenz der ribosomalen Banden unter UV-Licht iiberpriift. Die Ziffern rechts neben den Autoradiogrammen

(oben) und Gelen (unten) geben jeweils den zugehdrigen Blot an.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass von 30 genauer untersuchten Klonen 17 eine
konstitutive Expression in Northern Blot Analysen oder ,,SMART™-RT-PCR* zeigten, in drei
Fillen konnten keine Signale detektiert werden, und bei zehn Klonen war die Expression nach
Inokulation mit Gersten- und Weizenmehltaupilz erhéht. AuBBer fiir P/711 (Tyrosinphospha-
tase) konnte kein Unterschied in der Expression bei der Gerste/Bgh Interaktion im Vergleich
zu der der Gerste mit Bgt gefunden werden.

Pl113 (Phosphoproteinphosphatase) war nur in Ingrid nach Inokulation mit Bgh und Bgt
deutlich induziert, wihrend in IWe die Expression durch die Inokulation unbeeinflusst blieb.
Nur einer der Klone, ndmlich P1074, dessen Sequenz keine signifikanten Homologien zu
bekannten Genen oder Proteinen aufwies, zeigte eine verstirkte Expression in der Mlg-
tragenden Linie IWe im Vergleich zur suszeptiblen nahezu isogenen Linie Ingrid. Aus diesem
Grund wurden weitere Northern Blots zur nédheren Charakterisierung dieses Gens

durchgefiihrt (s. 3.4).
3.3.2 Genexpression nach chemischer Induktion

Da auf Grund der Phidnokopie zwischen chemischer Induktion und Mig-vermittelter
rassenspezifischer Resistenz (Kogel ef al., 1994) eine Vernetzung der Signalwege dieser
beiden Resistenzmechanismen postuliert werden kann, wurde die Transkriptakkumulation der
inokulationsinduzierten Gene nach chemischer Induktion mittels ,,SMART™-RT-PCR*
untersucht (s. 2.11.3). Dazu wurden SMART™-cDNAs aus PolyA™-Proben BTH (125 ppm,
Spriihapplikation)- und WP-behandelter Gerstenprimérblatter hergestellt, die dann als
template in PCRs mit fiir das jeweilige Gen spezifischen Primern dienten. Als
Konstitutivkontrolle wurde eine PCR mit MAPK-Primern durchgefiihrt, da das Ubiquitini-
Gen durch BTH induziert wurde. Als Positivkontrolle wurde BCI-4 getestet, das als Marker
fiir chemische Induktion gilt (BeBer, ef al., 2000). Nur das WIR1B-Homolog P/12] zeigte
eine deutliche Induktion durch BTH 24 hpt (Abb. 3.5).
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= PI121 (WIR1b-Homolog)

7 24| 7 24 npt
WP BTH

Abb. 3.5: Transkriptabundanz von MAPK, BCI-4 und P/121 nach Induktion mit BTH.

Sechs Tage alte Keimlinge cv. Manchuria wurden mit 125 mg/l BTH bzw. als Kontrolle mit der
Leerformulierung (WP) bespriiht. 7 und 24 Stunden nach der Behandlung (hpt) wurden Primérblitter dieser
Pflanzen geerntet, aus denen Gesamt-RNA und anschlieBend mRNA isoliert wurde, die in SMART™-cDNA
umgeschrieben wurde. Die cDNAs von WP- bzw. BTH-behandelten Primérbléttern cv. Manchuria wurden als
template in die PCRs eingesetzt. Als Konstitutivkontrolle wurde eine PCR mit MAPK-Primern (Acc.Nr.:
AJ495775) durchgefiihrt, da Ubiquitinl durch BTH induziert wurde. Als Positivkontrolle wurde BCI-4 getestet,
das als Marker fiir chemische Induktion gilt (BeBer ef al., 2000).

3.4 Charakterisierung von Pl074

Da PIl074 das einzige mittels SSH isolierte Gen war, dessen Expression nach Inokulation mit
Bgh zwischen IWe (Mlg) und Ingrid (mlg) differentiell war, wurde seine Transkript-
akkumulation in verschiedenen Gerste-Bgh-Interaktionen, aber auch nach Inokulation mit
dem Nicht-Wirt-Pathogen Bgt untersucht. Dabei sollte unter anderem festgestellt werden, ob
es sich bei PI074, das keine signifikanten Homologien zu bekannten Genen oder Proteinen
aufwies, um ein Gen der allgemeinen Abwehr handelte oder ob es speziell nach Bgh-Attacke

verstirkt exprimiert war.
3.4.1 Expression von Pl074 in Mig- und mig-tragenden Linien

Um die differentielle Expression zwischen Mlg- und mlig-tragenden Linien zu bestétigen,
wurde die Expression von P/074 auch in den Linienpaaren Manchuriajsogen/ Manchuriajsogen-
Goldfoil (Mi/MiGf), Pallas/Pallas-Deba (P/PDe) und Siri/Siri-Deba (S/SDe) nach Inokulation
mit BghA6 untersucht (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Transkriptakkumulation des Gens PI074 in mig-tragenden (I, Mi, P, S) und in Mig-tragenden
Linien (IWe, MiGf, PDe, SDe) nach Inokulation mit BghA6.

Sieben Tage alte Gerstenkeimlinge cv. Ingrid (I), IWe, Manchuriais,een (Mi), MiGf, Pallas (P), PDe, Siri (S) und
SDe wurden beidseitig mit ca. 140 Bgh-Sporen pro mm? inokuliert. Primérblitter der Gerstenpflanzen wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten (hpi) geerntet und Gesamt-RNA extrahiert. Nach gelelektrophoretischer Trennung
von 10-15 ug RNA pro Spur und Herstellung von Northern Blots wurde die mRNA mit der **P-PCR-Sonde von
PI074 unter stringenten Bedingungen hybridisiert. Die gleichmifige RNA-Beladung der Gele wurde anhand der
Ethidiumbromid-vermittelten Fluoreszenz der ribosomalen Banden unter UV-Licht {iberpriift. Die Ziffern rechts

neben den Autoradiogrammen (oben) und Gelen (unten) geben jeweils den zugehorigen Blot an.

Durch diese Northern Blots konnte die differentielle Expression des Gens PI074 zwischen
Milg- und mig-tragenden Linien verifiziert werden. Wihrend in den Linien Manchuriajsogen und
Siri nach Inokulation keine Expression dieses Gens zu sehen war, konnten in Pallas 16 und 24
hpi schwache Signale detektiert werden. Fiir alle vier Linienpaare galt, dass die Expression
von Pl074 in der Mig-tragenden Linie 24 und 48 hpi stirker ist als in der nahezu isogenen

mlg-tragenden Linie.
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3.4.2 Expression von Pl074 in Mla- und mlo-tragenden Linien

Um weiteren Aufschluss iiber das Expressionsmuster des Gens P/(74 zu erhalten, wurde die
Pl074-Transkriptakkumulation in den Linien Sultan-5 (Mlail2, Rarl, Rar2), 122 (mlo5, Rorl,
Ror2) und deren entsprechenden Mutationslinien M100 (Mlal2, rari-2, Rar2) und AS89
(mlo5, rori-2, Ror2) untersucht (Abb. 3.7).

Rarl rarl-2
Sultan-5 g w 1\;100
(I I 11131111
8 12 16 24 48| 8 12 16 24 48  hpi
Rorl rorl-2
122 - - AZS9
LI 11T I110r
3 14 24 36 48 | 8 14 24 36 48  hpi

+ BghA6

Abb. 3.7: Transkriptakkumulation des Gens PI074 in den Linien Sultan-5 (Mlal2, Rarl, Rar2), M100
(Mlal2, rarl, Rar2), 122 (mlo5, Rorl, Ror2) und A89 (mlo5, Rorl-2, ror2) nach Inokulation mit
BghAe.

Sieben Tage alte Gerstenkeimlinge cv. Sultan-5 und M100 wurden beidseitig mit ca. 140 Bgh-Sporen pro mm?,
cv. 122 und A89 mit ca. 100 Sporen pro mm’ nur auf der adaxialen Seite inokuliert. Primarblitter der
Gerstenpflanzen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten (hpi) geerntet und Gesamt-RNA extrahiert. Nach
gelelektrophoretischer Trennung von 10-15 ug RNA pro Spur und Herstellung von Northern Blots wurde die
mRNA mit der *P-PCR-Sonde von PI074 unter stringenten Bedingungen hybridisiert. Die gleichmiBige RNA-
Beladung der Gele wurde anhand der Ethidiumbromid-vermittelten Fluoreszenz der ribosomalen Banden unter
UV-Licht tiberpriift. Die Ziffern rechts neben den Autoradiogrammen und Gelen geben jeweils den zugehdrigen

Blot an.

Die Expression von Pl074 im Linienpaar Sultan-5/M100 war vergleichbar mit der im
Linienpaar Ingrid/I[We. Auch hier war die Expression des Gens 48 hpi in der resistenten
Milal2-tragenden Linie Sultan-5 im Vergleich zur anfilligen Mutationslinie M100 stérker.
Beim Linienpaar 122/A89 zeigte sich, dass unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen

Beladungsstirke der einzelnen RNA-Spuren in der anfilligen Mutationslinie A89 die
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Transkriptakkumulation von P/074 24 bis 48 hpi etwas starker war, als in der mlo5-resistenten

Linie 122.
3.4.3 Expression von PIl074 nach Injektion von Glukose/Glukoseoxidase

Die Expressionsmuster des PI074 in den verschiedenen Gerstenlinien deuteten auf eine
Korrelation mit der Bildung von Wasserstoffperoxid nach Bgh-Attacke hin (Hiickelhoven et
al. 2000a; Hiickelhoven et al. 2000b). Um den Einfluss von H,O, auf die Expression von
Pl074 zu untersuchen, wurde die Transkriptakkumulation dieses Gens nach Injektion von
Glukose/Glukoseoxidase (Gluox) in Gerstenprimérblitter mittels RT-PCR untersucht (Abb.
3.8). Das gemeinsame Einspritzen von Glukose und Glukoseoxidase fiihrt zu einer extrazellu-
laren Bildung von H,O,, das als Signalmolekiil die Expression bestimmter Gene induzieren

kann (Wu et al. 1995; Wu et al. 1997).

- - i Ubiquitinl

PlO74

0 25 50 100 0 25 50 100 0 25 50 100 0 25 50 100 Gluox (w/ml)
2 5 10 24 hpt

Abb. 3.8: Transkriptabundanz von Ubiquitin und PI074 nach Injektion von Glukose/Glukoseoxidase.

Neun Tage alten Gerstenkeimlingen cv. Pallas wurde eine Kaliumhydrogenphosphatlésung (10 mM K,HPOy)
injiziert, die 2 mM Glukose und verschiedene Konzentrationen (0, 25, 50, 100 units/ml) Glukoseoxidase enthielt.
Kontrollpflanzen wurde nur Wasser injiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten (hpt) wurden Primérblatter
geernten, aus denen Gesamt-RNA extrahiert wurde, die als template fiir die RT-PCR diente. Es wurde auch eine
RT-PCR mit Primern des Ubiquitinl-Gens durchgefiihrt, das nicht durch Wasserstoffperoxid induziert wird und

als Konstitutivkontrolle diente.

Es zeigte sich, dass PI074 zu allen Zeitpunkten und durch alle Konzentrationen an

Glukose/Glukoseoxidase in den Gerstenblattern leicht induziert wurde.
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3.4.4 Gewebespezifische Expression von Pl074

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion ausgewihlter Gene iiber Transiente
Transformation mittels RNA Interferenz (RNA1) untersucht werden. Da bei dieser Form der
Genfunktionsanalyse nur die Expression von Genen, die in der Epidermis exprimiert werden,
transient inhibiert wird, wurde mittels RT-PCR {iberpriift, ob das Gen P/074 eine epidermale
Expression nach Inokulation mit BghA6 zeigte. Als Positivkontrolle wurde das in der

Epidermis exprimierte WIRI1b-Homolog gewéhlt (Abb.3.9).

PI010 (WIRIb-Homolog)

PlO74

1 2 3
Meso Epi

+ BghA6

Abb. 3.9: Gewebespezifische Expression von WIRIB-Homolog und Pl074.

Sieben Tage alte Gerstenkeimlinge cv. Pallas wurden auf der abaxialen Seite mit BghA6 inokuliert und 8 bzw.
25 hpi Primérblatter geerntet. Nach Abziehen der unteren Epidermen wurde aus diesen und dem Rest der Blatter
Gesamt-RNA isoliert. Diese diente als femplate in RT-PCRs, die mit genspezifischen Primern des WIRIB-
Homologs und des PI074 durchgefiihrt wurden. 1: Mesophyll, 25 hpi; 2: Epidermis, 25 hpi; 3: Epidermis, 8 hpi.
Meso: Mesophyll, Epi: Epidermis.

Pl074 war nach diesen Ergebnissen mesophyllspezifisch exprimiert und konnte daher nicht
iiber RNAI auf seine Funktion hin untersucht werden. Da es auch nicht gelang, iber RACE (s.
2.12.1) oder inverse PCR (iPCR, s. 2.12.2) den gesamten open reading frame (ORF) dieses
Klons zu erhalten, konnte die Genfunktion von PI074 im Rahmen dieser Arbeit nicht

untersucht werden.
3.4.5 Expression von Pl074 durch Blumeria graminis f.sp. titici

Die Expression des P/074 in Gerstenprimérbléttern nach Inokulation mit Bgt wurde mittels
RT-PCR untersucht. Es zeigte sich eine deutliche Erhohung der Genaktivitidt durch die
Attacke des Nicht-Wirt-Pathogens mit einem Maximum 24 hpi. Die Expression des Pl074
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war nach Inokulation mit Bgt zu diesem Zeitpunkt stirker als nach Inokulation mit Bgh,

obwohl die Inokulation mit Bgh wesentlich dichter war, als die mit Bg? (s. Legende).

Aktin

Pl074

hpi

mock + Bgt + Bgh

Abb. 3.10: Transkriptabundanz von Aktin und PI074 nach Inokulation mit Bgt und Bgh.

Sieben Tage alte Primérblitter der Linie Ingrid wurden beidseitig mit Sporen des Echten Gerstenmehltaupilzes
oder nur auf der adaxialen Seite mit Sporen des Echten Weizenmehltaupilzes (ca. 140 Bgh-Sporen/mm?, 80 Bgt-
Sporen/mm?) bzw. mock-inokuliert. Nach 8, 12, 24 und 48 Stunden wurden Blitter geerntet, aus denen Gesamt-
RNA gewonnen wurde, die als template fiir die RT-PCR diente. Es wurde auch eine RT-PCR mit Primern eines

Aktingens durchgefiihrt, das nicht durch Bgt oder Bgh induziert wurde und als Konstitutivkontrolle diente.

63



ERGEBNISSE

3.5 Isolierung differentiell exprimierter Gerstengene mittels eines
Kandidatengenansatzes

Das Ziel des Kandidatengenansatzes, der in der AG Korell am IPAZ, GieBlen, durchgefiihrt
wurde, war das Auffinden von Polymorphismen zwischen Mlg- und mlg-tragenden Linien
durch PCRs mit Primern, die von konservierten Motiven bekannter Resistenzgene abgeleitet
worden waren (s. Tab. 8.3). Mit Hilfe dieser RGA-PCRs sollte das Mlg-Gen selbst sowie
pathogeninduzierte Resistenzgene der Gerste isoliert werden. Daher wurde als template
SMART™_-cDNA der beiden mlg-tragenden Linien Ingrid und Manchuriaisgen SOWie von
deren nahezu isogenen Mig-tragenden Linien IWe und MiGf nach Inokulation mit BghA6
bzw. mock-Inokulation verwendet. Zwolf der 141 getesteteten Primerkombinationen (s. Tab.
8.3) ergaben ein polymorphes Bandenmuster, bei denen die Stirke der in den inokulierten
Proben amplifizierten Banden immer grofer war als in den nicht inokulierten (M. Korell,
pers. Mitteilung, ohne Abbildung). Die polymorphen Banden wurden nach Excision und
Elution aus dem TBE-Gel kloniert und sequenziert (Sequenzen s. GenBank oder Tab. 8.2). Es
konnte mit dieser Methode kein Mig-spezifischer Polymorphismus auf cDNA-Ebene
gefunden werden. Tabelle 3.5 zeigt die isolierten Klone und deren Homologien zu ESTs bzw.

Proteinen der GenBank.

Tab. 3.5: Sequenzvergleich der cDNA-Klone potentiell differentiell exprimierter Gene aus den RGA-

Experimenten.
Accession- Grofle Homologie blastn/other . 2
Klon number (bp) ESTs! Homologie blastx
Poly 4-1N  AJ309557 746 Acc.Nr. AL503483 (le'", Oryza sativa receptor-like protein
81 %) kinase
Acc.Nr. AF172282 (1e™, 42 %)
Poly 4-2™ -/ 866  Acc.Nr. AJ435348 (0.0, 97 %) Zea mays Actin 1

Acc.Nr. P02582 (¢!, 77 %)

Poly 22~  AJ309558 863  Acc.Nr. BI948423 (0.0, 98 %) Arabidopsis thaliana ERD1
protein precursor
Acc.Nr. NM_ 124486 (2¢™,

66 %)
Poly 23" -/ 602  Acc.Nr. AL505349 (0.0, 99 Hordeum vulgare phenylalanine
%) ammonia-lyase
Acc.Nr. T05970 (5¢”7, 90 %)
Poly 28" -/ 882  Acc.Nr. BF617441 (0.0, 99 %) Triticum aestivum benzothia-

diazole-induced protein (WCI-5)
Acc.Nr. T06278 (5¢°°, 85 %)

Poly 39 -/ 206  Acc.Nr. AJ436743 (2¢7”, keine signifikanten Homologien
94 %)
Poly 48" -/ 313 keine signifikanten Homologien
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Fortsetzung der Tabelle 3.5

Poly 53" -/ 290  Acc.Nr. BF261155 (e, Oryza sativa putative receptor
98 %) protein kinase
Acc.Nr. AP003106 (3¢™.
94 %)

Poly 85" AJ309555 505  Acc.Nr. AV938964 (0.0, 98 %) Triticum aestivum blue
copper-binding protein
homolog
Acc.Nr. AF031195 (2¢™,

72 %)

Poly 94" -/ 977  Acc.Nr. BG605515 (0.0, 95 %) Arabidopsis thaliana putative
protein
Acc.Nr. NM_ 124695 (6™,
72 %)

Poly 103"  AJ309556 405  keine signifikanten Hordeum vulgare NBS-LRR

Homologien type resistance protein
Acc.Nr. AF032686 (1e',
41 %)

Poly 129™ -/ 836  keine signifikanten Homologien

Poly 134~ -/ 856  Acc.Nr. AV919616 (0.0, 97 %) keine signifikanten
y g
Homologien

': Stand Mirz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identische Nukleotide bezogen auf die verglichene
Sequenz (Angabe in %).

Stand Mirz 2002, Angabe des erwarteten Wertes e, identischer Aminosduren bezogen auf die verglichene
Sequenz (Angabe in %).

N. differentielle Expression in Northern und/oder RT-PCR iiberpriift.

grau unterlegt: Gene, die als Mehltaupilz-induziert identifiziert werden konnten.

2.

3.6 Uberpriifung der Genexpression auf Transkriptionsebene

Alle in den Tabellen 3.5 aufgefiihrten Klone wurden in ,,.SMART ™_RT-PCR* auf ihre
Induktion durch Inokulation mit BghA6 und Bgt hin iiberpriift. Daflir wurden genspezifische
Primer (s. Tab. 8.4) von den einzelnen Sequenzen abgeleitet und in PCRs mit SMART™-

cDNAs als template eingesetzt.

3.6.1 Genexpression durch Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) und
Blumeria graminis f.sp. titici (Bgt)

Die Klone Poly 94 und Poly 134 zeigten eine konstitutive Expression nach Inokulation (ohne

Abbildung), wahrend fiir die tibrigen 11 Klone eine Induktion nach Inokulation mit BghA6

und Bgt bestitigt werden konnte, wobei kein Unterschied in der Stirke der Induktion

zwischen der mlg- und der Mlg-tragenden Linie zu sehen war (Abb. 3.11).
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---- Ubiquitin (Konstitutiv-Kontrolle)
“n-- Poly 4-1 (Rezeptorahnliche Proteinkinase)
---- Poly 4-2 (Aktin)
---= Poly 22 (ERD1-Homolog)
-=== Poly 23 (PAL)
-=== Poly 28 (WCI5-Homolog)
---- Poly 39 (ohne signifikante Homologien)
---- Poly 48 (ohne signifikante Homologien)
---= Poly 53 (putative Rezeptor-Protein Kinase)
--:- Poly 103 (NBS-LRR Resistenzprotein)

4812481248124812hpi
I mock I+ Bgh 1We+ Bgh 1+ Bgt

Abb. 3.11: Transkriptabundanz der Gene Ubiquitin, Poly 4-1, Poly 4-2, Poly 22, Poly 23, Poly 28, Poly 39,
Poly 48, Poly 53 und Poly 103 nach Inokulation mit Bgh und Bgt.

Sieben Tage alte Primérblétter der Linien Ingrid und IWe wurden auf der adaxialen und abaxialen Seite mit
Sporen des Echten Gerstenmehltaupilzes oder des Echten Weizenmehltaupilzes (ca. 140 Sporen/mm?®) bzw.
mock-inokuliert. Nach 4, 8 und 12 Stunden wurden Blitter geerntet, aus denen Gesamt-RNA und schlieBlich
mRNA gewonnen wurde. Diese wurde in SMART™-cDNAs iibersetzt, die als template fir PCRs mit
genspezifischen Primern dienten. Als Kontrolle wurde eine PCR mit Primern des Ubiquitingens durchgefiihrt,

das eine konstitutive Expression nach Inokulation zeigte.

Die Gene Poly 22 (ERD1-Homolog) und Poly 23 (PAL) zeigten 4 Stunden nach Inokulation
eine besonders starke Expression, wihrend das Gen Poly 48 nur 12 hpt exprimiert war. Das
WCI-5-Homolog, Poly 28, war von allen untersuchten Genen am stirksten durch die

Inokulation mit Mehltaupilz induziert.
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Fiir das Gen Poly 129 konnte bei der ,,SMART ™_RT-PCR ein Produkt ausschlieBlich mit den
SMART™-cDNAs inokulierter Proben amplifiziert werden (ohne Abbildung). Daher wurden
die genspezifischen Primer von Poly 129 genutzt, um festzustellen, ob dieses Gen pilzlichen
Ursprungs war. Dazu wurde genomische DNA der Gestenlinien IWe, Manchuriajsogen (M),
MiGf, des Echten Gerstenmehltaupilzes Bgh, sowie SMART™-cDNAs inokulierter Proben
der Linien Ingrid (I) und IWe sowie eine SMART™-cDNA einer nicht inokulierten Probe in

einer PCR als femplate verwendet. Abbildung 3.12 zeigt das Ergebnis dieser PCR.

IWe Mi MiGf IWe I+ IWe+  Bgh
mock BghA6 BghA6

genomische DNA SMART™-cDNA  genomische
DNA

Abb. 3.12: PCR mit spezifischen Primern des Gens Poly 129 auf genomischer Gersten- und Bgh-DNA
sowie SMART™-cDNAs inokulierter Proben und einer mock-inokulierten Probe.

Diese PCR zeigte, dass das Gen Poly 129 nicht aus Gerste, sondern aus dem Echten

Gerstenmehltaupilz Bgh stammte.

Da mit den genspezifischen Primern von Poly 85 kein Produkt amplifiziert werden konnte,
wurde die Transkriptakkumulation dieses Gen mittels Northern Analysen tiiberpriift (Abb.
3.13). Es zeigte sich, dass es ebenfalls nach Inokulation mit BghA6 verstirkt exprimiert
wurde, wobei die Expression in der Mlg-tragenden Linie MiGf 16 und 24 hpi stérker zu sein

schien als in der suszeptiblen Linie Manchuria.

" . TII T '..u. Poly 85

rRNA

4 8 1216244814 8 12162448(4 & 121624 48|4 8 1216 24 48 hpi
Mliso MGT Mliso MGf
mock + Bgh

Abb. 3.13: Transkriptakkumulation von Poly 85 nach Inokulation mit Bgh. Legende siche néchste Seite.
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Sieben Tage alte Gerstenkeimlinge cv. Manchuriaje., und MiGf wurden mit ca. 140 Bgh-Sporen pro mm’
beidseitig inokuliert. Primérblitter der Gerstenpflanzen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten (hpi) geerntet
und Gesamt-RNA extrahiert. Nach gelelektrophoretischer Trennung von 10-15 pg RNA pro Spur und
Herstellung von Northern Blots wurde die mRNA mit einer **P-PCR-Sonde von Poly 85 unter stringenten
Bedingungen hybridisiert. Die gleichmidflige RNA-Beladung des Gels wurde anhand der Ethidiumbromid-

vermittelten Fluoreszenz der ribosomalen Banden unter UV-Licht {iberpriift.
3.6.2 Genexpression nach chemischer Induktion

Auch fiir die aus den RGA-Experimenten stammenden Gene wurde getestet, ob sie durch
Applikation von BTH induziert wurden, indem ihre Transkriptakkumulation nach chemischer
Induktion mittels ,,SMART™-RT-PCR* untersucht wurde. Dazu wurden SMART™-cDNAs
aus PolyA"-Proben BTH (125 ppm, Spriihapplikation)- und WP-behandelter Primérblitter cv.
Manchuria hergestellt, die als femplate in PCRs mit fiir das jeweilige Gen spezifischen
Primern dienten. Als Konstitutivkontrolle wurde eine PCR mit MAPK-Primern durchgefiihrt,
da das Ubiquitinl-Gen durch BTH induziert wurde. Als Positivkontrolle wurde BCI-4
getestet, das als Marker fiir chemische Induktion gilt. Poly 22 (ERD1-Homolog) und Poly 4-1
zeigten eine Transkriptakkumulation, die mit der des BCI-4 vergleichbar war. Alle anderen

Gene waren, wie Poly 48, nicht chemisch induzierbar (s. Abb. 3.14.).

MAPK
BCI-4 (Acc.Nr.: AJ250283)

Poly 48 (ohne signifikante Homologien)
Poly 22 (ERD1-Homolog)

Poly 4-1 (Rezeptorihnliche Proteinkinase)

7 24| 7 24 hpt
WP BTH

Abb. 3.14: Transkriptabundanz von MAPK, BCI-4, Poly 48, Poly 22 und Poly 4-1 nach Induktion mit
BTH.

Sechs Tage alte Keimlinge cv. Manchuriajsege, wurden mit 125 mg/l BTH bzw. als Kontrolle mit der Leerformu-
lierung (WP) bespriiht. 7 und 24 Stunden nach der Behandlung wurden Primérblatter dieser Pflanzen geerntet,
aus denen mRNA isoliert wurde, die in SMART™-cDNA umgeschrieben wurde. Die cDNAs von WP- bzw.

BTH-behandelten Primérblattern wurden als template in die PCRs eingesetzt. Als Konstitutivkontrolle wurde
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eine PCR mit MAPK-Primern durchgefiihrt, da Ubiguitinl durch BTH induziert wurde. Als Positivkontrolle
wurde BCI-4 getestet, das als Marker fiir chemische Induktion gilt.

3.7 Charakterisierung von Poly 85

Da die Expression des Gens Poly 85 16 und 24 hpi in der Mig-tragenden Linie MiGf nach
Inokulation mit BghA6 stirker zu sein schien als in der nahezu isogenen Mehltaupilz-
suszeptiblen Linie Manchuriajsoeen (vgl. Abb. 3.13), wurde eine ndhere Charakterisierung
dieses Gens vorgenommen. Zundchst wurde die Expression des Poly 85 nach Inokulation mit
BghA6 in zwei weiteren nahezu isogenen Gerstenlinienpaaren (mlg- und Mig-tragend)
untersucht, sowie nach Inokulation mit Bgz. Ebenso wurde die gewebespezifische Expression
nach Inokulation mit BghA6 und die Expression in der Mlal2-tragenden Linie Sultan-5 sowie

der zugehdrigen Mutante M 100 mittels Northern Analyse liberpriift.
3.7.1 Expression von Poly 85 in Mlg- und mlg-tragenden Linien

Um die verstirkte Expression des Poly 85 nach Inokulation mit Echtem Gerstenmehltaupilz in
Milg-tragenden Linien zu bestétigen, wurden Northern Analysen mit RNA-Proben der Linien

Pallas/Pallas-Deba (P/PDe) und Siri/Siri-Deba (S/SDe) durchgefiihrt.

-l —

4 8 12 16 48 4 8 12 16 24 48 hpi

mlg Mig
+BghA6

Abb. 3.15: Transkriptakkumulation des Gens Poly 85 in mlg-tragenden (P und S) und in Mig-tragenden
Linien (PDe und SDe) nach Inokulation mit BghAé6.

Sieben Tage alte Gerstenkeimlinge cv. Pallas, PDe, Siri und SDe wurden mit ca. 140 Bgh-Sporen pro mm® auf
der ab- und der adaxialen Seite inokuliert. Primérblatter der Gerstenpflanzen wurden zu den angegebenen

Zeitpunkten (hpi) geerntet und Gesamt-RNA extrahiert. Nach gelelektrophoretischer Trennung von 10-15 pg
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RNA pro Spur und Herstellung von Northern Blots wurde die mRNA mit der **P-PCR-Sonde von Poly 85 unter
stringenten Bedingungen hybridisiert. Die gleichméfige RNA-Beladung der Gele wurde anhand der
Ethidiumbromid-vermittelten Fluoreszenz der ribosomalen Banden unter UV-Licht tiberpriift. Die Ziffern rechts

neben den Autoradiogrammen (oben) und Gelen (unten) geben jeweils den zugehorigen Blot an.

Es zeigte sich, dass Poly 85 in den Mig-tragenden Linien PDe und SDe nur 24 hpi etwas

starker induziert war als in den suszeptiblen Linien Pallas und Siri.
3.7.2 Expression von Poly 85 nach Inokulation mit Bgt

Fiir die ndhere Charakterisierung des Poly 85 wurde dessen Expression im Nicht-Wirt-System
Gerste-Bgt tliberpriift. Dazu wurde ein Northern Blot mit RNA-Proben Bgt- bzw. mock-
inokulierter Gerstenprimérblétter der Linie Manchuriajsogen (Mi) hergestellt und mit einer 32p.
markierten Sonde des Poly 85 hybridisiert. Dabei zeigte sich, dass die Expression von Poly 85
durch die Inokulation mit Bgt 7 und 24 hpi verstirkt wurde (s. Abb.. 3.16).

-t , - e - Poly 85

7 24 48 |7 24 48 hpi

Abb. 3.16: Transkriptakkumulation von Poly 85 nach Inokulation mit Bgz.

Sechs Tage alte Gerstenpflanzen cv. Manchuriajsge, (Mi) wurden mit 8 Konidien pro mm? des Echten
Weizenmehltaupilzes bzw. mock inokuliert. Nach 7, 24 und 48 Stunden wurden Blitter geerntet und Gesamt-
RNA extrahiert. Nach gelelektrophoretischer Trennung von 10-15 pg RNA pro Spur und Herstellung von
Northern Blots wurde die mRNA mit **P-PCR-Sonden von Poly 85 unter stringenten Bedingungen hybridisiert.
Die gleichméBige RNA-Beladung des Gels wurde anhand der Ethidiumbromid-vermittelten Fluoreszenz der

ribosomalen Banden unter UV-Licht iiberpriift.
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3.7.3 Gewebespezifische Expression von Poly 85 nach Inokulation mit Bgh

Die Untersuchung der blattgewebespezifischen Expression von Poly 85 zeigte, dass Bgh die
Poly 85-Expression sowohl in der Epidermis als auch im Mesophyll deutlich induzieren

konnte (Abb. 3.17).

d i{ Poly 85
-

rRNA

8 15 |8 15 |8 15 25 |8 15 25  hpi

IWe IWe IWe IWe
mock + Bgh mock + Bgh
Epidermis Mesophyll

Abb. 3.17: Gewebespezifische Transkriptakkumulation von Poly 85 nach Inokulation mit Bgh.

Acht Tage alte Gerstenpflanzen cv. IWe wurden auf der abaxialen Seite ihrer Primérblatter mit BghA6 (80
Sporen/mm?) oder mock-inokuliert. Nach 8, 15 und 25 hpi wurde jeweils die abaxiale Epidermis vom restlichen
Blatt getrennt und aus beiden Teilen Gesamt-RNA extrahiert.

Nach gelelektrophoretischer Trennung von 10-15 pg RNA pro Spur und Herstellung von Northern Blots wurde
die mRNA mit **P-PCR-Sonden von Poly 85 unter stringenten Bedingungen hybridisiert. Die gleichmiBige
RNA-Beladung des Gels wurde anhand der Ethidiumbromid-vermittelten Fluoreszenz der ribosomalen Banden

unter UV-Licht iiberpriift.
3.7.4 Expression von Poly 85 in Mla-tragenden Linien

Um einen weiteren Hinweis auf die Funktion des putativ Kupfer-bindenden Proteins,
POLY 85, zu erhalten, wurde dessen Expression in der Mlal2-tragenden Linie Sultan-5 und
in der rarl-2-Mutante M100 tiber Northern Analysen nach Inokulation mit BghA6 iiberpriift
(Abb. 3.18). Dabei zeigte sich, dass die Expression dieses Gens in der resistenten Linie
Sultan-5 zu allen Zeitpunkten stirker war als in der anfélligen Mutationslinie M100. Dieser
Unterschied war 48 hpi besonders deutlich, da zu diesem Zeitpunkt keine Expression des Poly

85 in M100 zu sehen war, wiahrend sie in Sultan-5 unverindert hoch war.
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b-d-4-2-4-0 4 } } B
8 12 16 24 48 8 12 16 24 48
Sultan-5 M100
(Mlal2, Rarl, Rar2) (Mlal2, rarl, Rar2)
+BghA6

Abb. 3.18: Transkriptakkumulation des Gens Poly 85 in den Linien Sultan-5 (Mlal2, Rarl, Rar2), M100
(Mlal2, rar1-2, Rar2) nach Inokulation mit BghA6.

Sieben Tage alte Gerstenkeimlinge cv. Sultan-5 und M100 wurden beidseitig mit ca. 140 Sporen des Echten
Gerstenmehltaupilzes pro mm® inokuliert. Primérblitter der Gerstenpflanzen wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten (hpi) geerntet und Gesamt-RNA extrahiert. Nach gelelektrophoretischer Trennung von 10-15 pg
RNA pro Spur und Herstellung von Northern Blots wurde die mRNA mit der **P-PCR-Sonde von Poly 85 unter
stringenten Bedingungen hybridisiert. Die gleichméifBige RNA-Beladung des Gels wurde anhand der

Ethidiumbromid-vermittelten Fluoreszenz der ribosomalen Banden unter UV-Licht {iberpriift.

3.8 Verliangerung der Klone Poly 4-1, Poly 85 und Poly 103

Mit Hilfe der inversen PCR (iPCR, s. 2.12.2) wurde versucht, flir ausgewihlte Klone
zusdtzliche Sequenzinformation bzw. Teile des Promotors zu isolieren. Poly 4-1
(Rezeptordhnliche Proteinkinase) konnte in 5'-Richtung um 450 bp und in 3'-Richtung um
1272 bp verldngert werden (Nukleotidsequenz s. Abb. 8.4), wodurch der ORF dieses Gens
komplettiert wurde. Innerhalb der Proteinsequenz konnten durch Vergleich mit der Pfam
HMM-Datenbank ein zu S-Locus Glykoproteinen homologer Bereich, eine PAN-Doméne und
ein Proteinkinasemotiv identifiziert werden. S-Locus Glykoproteine sind Teil des Selbst-
Inkompatibilitétssystems bei vielen Pflanzenarten (Hinata et al. 1995) und PAN-Doménen an
Protein-Protein-Interaktionen bzw. Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen beteiligt (Tordai et al.
1999). In Abbildung 3.20 ist das alignment der Proteinsequenz des Poly 4-1 mit drei
Homologen Proteinen aus Reis (Acc.Nr.: CAD40612, CAD39336, CAD39337) dargestellt.

Die verschiedenen Proteindoménen sind besonders hervorgehoben.
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CAD40612 MRPQSYAFL GLVLLLFSLLPLAPCSAANLNNDTLLAGQALAVGDKLI SNNGKFTLGFFQP 60

CAD39336 MPSLY- | FLG - LLLFSLQ APPCPAA- - - TDTLKAGQVL SAGDKLVSRNGKFALGFFNP 53

CAD39337 M_.SVH VFI G - LLLLSLH APPYSAA- - VDDTLAAGQVL AVGEKL VSRNGKFALGFFQP 54

Poly 4-1 M_LLHI LLLG - LLLSHTPCCCSWSTP- - ASDTLNQGQVRRRREACLDERQVRTR- - LLP 54

CAD40612 DAGTSKS- - - SDTSTNSPGAYLG WENKI PVFTTV- WANRERP! Tl PELNLTQLKFSSD 116
CAD39336 SANI SKS- - - SDNI SSS- - Wl G WENKI PVFTVV- WWANRERSI AEPDFKLTQLKI SQD 107
CAD39337 SAI Al SK- - - SSNYTNALGWLAI WENKI PVFTTV- WANRERPI TVPRLNSTW.KMSGD 110
Poly 4-1 ACNEHHQ VPEHHQL QLVPWHWQ- DPGFYCRVGC- WESAHHRPQPQPNKAQDI KRWOS- 110
CAD40612 GNLVI FNHATESI | WSTRVI | DSHRTQETSSTNTSWLLNTGNLVI EST- - - - - TNVWLW 171
CAD39336 GNLAI VNHANESI | WETRI VN - - - - RTEASMNTSVLLHDSGNLVI QST- - - - - SNAVLW 157
CAD39337 GNLY!I LDHATNSI | WSTDHVWNF - - TTTETGVNTSATLLNSGNLVI RNP- - - - - SGWSW 162
Poly 4-1 ----- CHCTHDSVWWSTHI VNSRTQTRSI NTTTGAAVLLNSGNLSL TVTESPSSSDLLVW 165
CAD40612 ESFDSPTDVVL PGAKFGARKI TGLNRQC! SKKSLI DPGLGSYSVELDTNGTKGVI LMLRN 231
CAD39336 QSFDYPTDVAL PNAKI GARKVTGLNRVGVSKKSL | DMGTGSYSVQL YTNGTRRVTLEHRN 217
CAD39337 QSFDNPTDWVL PGAKFGWNKATGLNRLG SKKSL| DPGLGSYSVELDTTGARGLI LKHRN 222
Poly 4-1 QSFDHPI DI VLPGAKFG- NKI TGLNRKGVSKKSL| DQGLGSYSVELDTSG - QVLKRI N 222
CAD40612 PPKVYWG- - - - LTSPTLI PELRSLLAVDPRTRGLI | PTYVDNSQEEYYMYTLSNESPS- 286
CAD39336 PSI EYWWSP- - DESGVKI PALKQLLYMNPQTRGLVTPAYVNSSEEEYYSYNSSDESSS- 274
CAD39337 PSMVEYWSS- - - - - DRALI | PVLKSLFEVDPRTRGLI TPAYVDNSEEEYY! YTVBDESSS- 276
Poly 4-1 PSVWYWHWASSKTSSLKLI PI LKSTI DLDPRTKGLM\PI YVDNDQEEYYMYTSPEESSSS 282
CAD40612 SFLSLDVEGQ M.NVWSEANQSWQ | YAQPADPCNPFATCGPFTI CNGNSNPVCECVESF 346
CAD39336 TFLLLDI NGQ KFNVMBSQDKHSWOSL YTQPVDPCRSYDTCGPFTI CNGNSQPFCDCVENF 334
CAD39337 VFVSLDVNGQ KMYVWBRANQSWOS! YAQPVDPCTPSATCGPFTI CNGNSTQTCDCVESF 336
Poly 4-1 LFVSLDI SGQVKLNVWSEANL SWOTI CAEPADACT PAATCGPFTVCNGNAQPSCDCVEGF 342
CAD40612 TRKSSQDWDL GDRTGGCSRNTPLDCTI SGN- - - RTSSADMEEE IR PS=SEey] 403
CAD39336 TRKSPRDWDL GDRTGGCSRNSPLDCTRNF - - - - - I FHPL | HVTLPRNPQTI QEATHEEE!
CAD39337 SVKSLWDWEL DDRTGGC! RDTPLHCVSDKN- - - MTSSTDMzo Re ANz 7s e RYep1y| 393
Poly 4-1 SRKSPQDWOFDDRTGGC! RNTPFNCSTRGNNKNMTSSTDI (s RSe MR N oS IBYAY| 402

CAD40612 TQSKCAQACL SSCSCTAYSYQNN- | CSVWHGDL FSVNQNDG ENHFDDVL YL RLAAKDRORA+4
CAD39336 TQSECAQACL SSCSCTAYSYQNTSTCSI WHDEL FSVNQDDG El HSQDVL YL RLAAKDReJE¥ES
CAD39337 TQGECAQACL SDCSCTAYSYQNS- RCSVWHGKL L NVNKNDG Y1 NADNVL HL RLAAT DAY
Poly 4-1 TQSKCEEACL SSCSCTAYSYNNS- RCYVWHGEL L SVNLNDG DNNSKDAL YL RLAAT XSS
CAD40612 SLSKNKRKPI VGWTTI SI | | LVLLI M.M/LVMMRNRFKWOGVPLHRSQGGSG: | | AFR 521
CAD39336 SLRNNKRKPNVAVVI AASVI GFVLLMVGVFL- LI WRNRFEWCGAPL HDGEDSSG- | KAFR 506
CAD39337 DL SKNKRKTNVELWWGASI VSFVLALI M LL- M RGNKFKCCGAPFHDNEGRGG- | | AFR 510
Poly 4-1 KEXKXKXQTNI REVAAXSI | GFGLLVLM_LA- LI WRNKFK- - - - PLYNNQVSGGG MAFR 514
CAD40612 YSDL DHATKNESERL GEGGFGOVFKGVL RDL TVVAVKRL DGARQGEKQERAEVSST GLT Q| 581
CAD39336 YNDL VHATIKNFSEKL GAGGFGSVFKGVLI DLTTI AVKRL DGDRQGEKQFRAEVSSI GLI Qf 566
CAD39337 YTDLAHATKNFSEKL GAGGFGSVFKGVL TNVATI AVKKL DGAHQGEKQFRAEVSSI G | Qf 570
Poly 4-1 YTDLVRATKNFSEKL GGGGFGSVYKGVLNGSTSI AVKRLDGARQGEKQFRAEVSSI GLI Q) 574
CAD40612 HI NCVKLT GFCCQGDKRLLVYEHVLNGSLDTHLFQBN - - ATT LTWBTRYQ Al GVARGL| 638
CAD39336 HI NLVKL| GFCCEGRKRLLVYEHVLNGSLDAHLFQSN- - - AGTLNWSI RYHI ALGVARGL| 623
CAD39337 HI NLVKL| GYCCEGDKRLLVYEHVLNGSLDVHLFQSH- - - AAVLNW TMHQ Al GVARGL| 627
Poly 4-1 HI NI VKL GFCCEGDHRL L VYEHML_NGSL DGRL FEKSNAAVAVL NVKTRYQl ALGVAKGL| 634
CAD40612 [SYLHQSCHECT T HCDI KPQNT LLDESFTPKI ADFGVAVEVGRDFSRVL T TFRGTVGYLAP| 698
CAD3933 GYLHQSCHACI | HCDI KPQNI LLDASFTPKI ADFGVAAFVGRDFSRI LTTFRGTVGYLAP| 683
CAD39337 SYLHESCREC! | HCDI KPENI LLDI SYFPKLADFGVATFVGRDFSRVLTTFRGTVG - - - | 683
Poly 4-1 SYLROSCHKCI | HCDI KPGTYSWIHL L FLKL QI SG- ORL WGRDFSRVL DYI QRDCW - - - | 689
CAD40612 EW SGVAI TPRKVDVYSYGWLLET T SGVRSLPNVHSSNSHHAAYFPVQAT SKLHEGDVQS| 758
CAD39336 EW SGVAVTPKVDVYSFGWLLEI | SGRRNSPNEYTSDNYHVSYFPVQAI NKLHEGDVRN 743
CAD39337  freeeeeeooaoio- FGWLFEI | SGRRNSPEVHTSGNYDATYFPVRAI NKLHEGDVBS] 727
Poly 4-1  |esoooooo o iiiiiiioo-------- 724
CAD40612 [VDPRL SGDENL EEAERVCKVACWET QDNEFDRPTVGEVVLVIEGL QEFDVPPMPRLLAA 818
CAD39336 L VDPQL CDDFSL EEAERVCKVACWC! QDDEHDRPTMSEVVRVLIEGVOEL EMPPMPRLLAA 803
CAD39337 LVDPRL HGDYNL DEVVRVCKVACWC! QDDEFDRPTVREVVRVLIEGL QEL DVPPMPRLLAT 787
Poly 4-1  feeooooooooooo oo 754
CAD40612 | TRSSNVAEM 828

CAD39336 LTKCSDVGSI 813

CAD39337 LTNFSAVASM 797

Poly 4-1  ceeceomon- 761

Abb. 3.19: alignment zwischen Poly 4-1 und drei Reis-Homologen. Legende s. nédchste Seite.
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Das alignment der Proteinsequenz des Poly 4-1 und der Sequenzen dreier Homologe aus Reis (Acc.Nr.:
CAD40612, CAD39336, CAD39337) wurde mit ClustalW (European Molecular Biology Laboratory [EMBL]
outstation — European Bioinformatics Institute [ EBI]) generiert.

grau unterlegt: S-Locus-Glykoprotein-Bereich, schwarz unterlegt: PAN-Doméne, eingerahmt/grau unterlegt:

Proteinkinasedoméne.

Ebenfalls durch iPCR konnte der Klon Poly 85 (Cu**-Bindeprotein-Homolog) in 5'-Richtung
um 114 bp und in 3'-Richtung um 522 bp verldngert werden, wodurch der ORF (open reading
frame) dieses Gens komplettiert wurde. Ausserdem enthielten die 114 bp, die in 5'-Richtung

als neue Sequenzinformation hinzugekommen waren, einige Grundelemente eukaryotischer

Promotoren, wie CAAT-Box, GC-Region und TATA-Box (Abb. 3.20).

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101

GGTACCGGIC GCTTGTTCAA ACGCACATGA [CAATITCCACA GCAGATTTT
[AATIATCCAAG TGCCATTTCC ACGAACCTISJfeEseeeeeeelf66 ACCGGCC
TCCTGCGTAT ATAAGAATTC GGTGTAGGGA AGACAACAGC AACCCGTCCC

CTCCTAAGCA
TCACAAGAGC
CGCCATGECC
GCGAGCCGEG
TCCGACAAGA
CCCGACGCAC
GCACCGACGG
CTAACCGCCG
CAACCCCGECC
GCTCCTCCTC
AACTCTCCCC
AGCAGGATTT
CCCCTATGIT
GITATTATCAC
AGITACTTGT
TTGATATAAT
CGGAGCAGTA
GITAGITTTA
CGAAAACTCGA
CACATGITCG

CCAGCCTTCT

AATCGATGEC

GCCTTACTAG
CGGTTCGTGG
AGTTCAACGT
GACGTGGTCG
CTCCATCAAA
CCGGECACCCG
GCCGCCGCCA
GCCGTCGTCA
CGECGECCGECC
GGECCTCGTCG
GATCACCTGC
GGGTIGAATAC
ACCTATCTCG
GATCCTAGAG
CCGATAGTCT
TCCAACCATC
AGIGCCAATC
GGGAGCTCCA

ACCTCCTCTG
TGCCATGAAG
GCGCCECGTC
ACCTTGGACA
GGCCGATGAG
AGGTCAGCAA
CCCTTAAACT
CTACTTCATC
GCATGAAGGT
CCCATGCCAG
CTCTTCTGCC
CCCTACTGGEC
TGGGCACACA

CTCTGCGITC CTCCTTCCGG
GCCGCCCTCC TTGCCGTGGEC
AGCGGCAACC TACACCGTGG
CCGACTACAG CAAATGEGTG
ATCGICTTCA AGIACACGAC
GGCCGECTAC GACTCCTGCA
CCGGECAACGA CGTCGTCCEC
TGCGGECATCC CTACCCACTG
CGTGATCGAG GTCGEGTCGG
CTGCAGGTCC TGGCGCAAGC
GCTACCTCTG TCGGGGECAAC
GECCGGTCTC ATGECTTGEAA
TATGAGCCTA TTTATGGGECG

CTGITTTTCT
TTTATATGTA
GATTATTTTA
TCTAACTAAA
AACCCAAAAT
TGTGCACGAG
CCCGGTGICA

[TTTAGAGTG AGAATGIGAT
ATCTGCAGEC CTTCATGICT
TAAGGGTGCG TCAGIGCATG
AAGAAAGTAT AGATAGTCCT
AATAGGTACA CATTCAAAAG
CACAAATGCT CTGGITAACT
CCCTGEECGT TTG

Abb. 3.20: Nukleotidsequenz des Klons Poly 85 nach Verlingerung durch iPCR.
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Innerhalb der Proteinsequenz des Poly 85 konnte durch Vergleich mit der Pfam HMM-
Datenbank eine Kupfer-Bindedomine identifiziert werden (Abb. 3.21).

1 MAAMKAALLAVAAMAAL LGAASAATYTVGEPGGSW L DTDYSKW/SDKKF

51 NVGDEI VFKYTTPTHDVVEVSKAGYDSCSTDGSI KPLNSGNDVVRLTAAG

101 TRYFI CA PTHCNPAAAASMKWVI EVGSGSSSPSSPMPAAGPGASNSPPA
151 PPSSAATSVGATAG-GLVALLAAGLVAWIPMLI TCWAHI -

Abb. 3.21: Proteinsequenz des Poly 85.

grau unterlegt: Kupfer-Bindedoméne.

Durch 5'-RACE (rapid amplification of c¢DNA ends) wurde Poly 103 (NBS-LRR
Resistenzprotein) in einer kot start PCR mit Hilfe des GeneRacer™ Kits in 5'-Richtung um
765 bp verlangert. Inverse PCR lieferte zusitzlich Sequenzinformation von 463 bp in 3'-
Richtung (Nukleotidsequenz s. Abb. 8.4). Mit Hilfe der Pfam HMM-Datenbank konnte ein
NB-ARC-Motiv in der Proteinsequenz des verlidngerten Poly 103-Klons identifiziert werden.
Dabei handelt es sich um ein Signalmotiv, das bei pflanzlichen Resistenzgenprodukten und

tierischen Regulatoren des Zelltods gefunden wurde (van der Biezen und Jones 1998).

1 DTDVD- RSXXHL FHL RHSGLPVGLLRHHRSSSL Rl AVTHSL THSHL QHAS
51 RLLS- ANSRRSLAI EMBAPI | SATMGAMNTLI GKLAALMGDEYKKLTSVR
101 KQASFL KDESAMKAL L EKL EL MDEL DPL AKNVIRDHVRENSYDVENCI DDF
151 VRDL GGADAKM GFI KKTAKRLKTLRKRHRI ADRVEEL TVLAL QANERRM
201  YKI DDCTDSTARVWPVDTRMLAl YKQAASLVG DGPKNELVSW.TDTQEN
251 LKVWAI VEFGVGKTTLAKQVYDM KRQFRCKTFLSVSQRPDVSSLLGRLQ
301  SKFKMKEEXTHAHEVQDI VGRLREYLTHKRYLFCLN- HVCT- WI DV- RS
351  VS- MDDRHT- F- HSHCLESRSTHA- RPPCCHGLRLAL STTKDGKERGFFF
401  QXKLI DVELEI TRXYFLCTI M WGKN- SPTTVI - VQRE- KYKI H- | XXA
451 PLEXRMA- SSFEI SNTTRPRRYANFRWGYXREKCGA- FALI SLLSMLKLN
501  XRVTXX MAI RY- RLI DG D- LDPRKLVLV- VHXLVLYFI V-

Abb. 3.22: Proteinsequenz des Klons Poly 103 nach Verlidngerung durch 5' - RACE und iPCR.
grau unterlegt: NB-ARC-Motiv.
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3.9 Transiente RNA Interferenz (RNAi) in Gerstenblittern zur
Untersuchung des Einflusses ausgewihlter Gene auf die
Interaktion von Gerste mit Echtem Gerstenmehltaupilz

Der Einfluss einiger ausgewéhlter Gene auf die Interaktion von Gerste mit Bgh wurde mit
Hilfe des von Schweizer et al. (1999a) auf der Grundlage erster transienter Expressions-
systeme in Gerste (Nelson und Bushnell 1997; Shirasu et al. 1999b) entwickelten transienten
Transformationssystems untersucht. Nachdem die epidermale Expression der Gene iiberpriift
worden war (ohne Abbildung), wurden Primérblattsegmente cv. Pallas mit doppelstrangiger
RNA der Gene Poly 4-1, Poly 85 und Poly 103 bzw. des menschlichen Tyroidrezeptors als
Kontrolle und einem Reportergenplasmid pGFP fiir die Expression des griin fluoreszierenden
Proteins (GFP) mittels Partikelbeschuss cotransformiert. Vier Stunden nach Transformation
wurden die Blattsegmente dicht mit BghA6 inokuliert und anschlieBend 40 bis 48 h bei ca.
18 °C inkubiert. Die Interaktionen der transformierten Epidermiszellen wurde anschlieBend in
vivo unter Fluoreszenzanregung mikroskopisch ausgewertet. Es wurde zwischen GFP-Zellen
unterschieden, in denen der Echte Gerstenmehltaupilz erfolgreich eindringen und ein
Haustorium etablieren konnte und solchen, die das Eindringen des Pilzes verhindern konnten.

Nicht attackierte Zellen wurden nicht berticksichtigt.
3.9.1 RNAI mit Poly 4-1

In Abbildung 3.23 ist das Ergebnis der mikroskopischen Auswertung des Einflusses der
RNAi von Poly 4-1-dsRNA (Rezeptorkinase) auf die Interaktion von Pallas mit dem Echten
Gerstenmehltaupilz in vier unabhdngigen Versuchen dargestellt. Die Penetrationsrate
errechnet sich als Verhéltnis der transformierten Zellen mit Haustorium zur Anzahl aller

attackierten GFP-Zellen.
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O Kontrolle B Poly 4-1-dsRNA

Penetrationsrate (%)

1 2 3 4 Experiment

Abb. 3.23: Einfluss von Poly 4-1-dsRNA auf die Interaktion von Pallas mit Bgh. Legende s. nichste Seite.
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Primérblattsegmente von Gerstenpflanzen cv. Pallas wurden mit dsRNA von Poly 4-1 und pGFP
cotransformiert. Die Auswertung der Interaktionsstellen von Pilz und transformierten Zellen erfolgte 40-48 h
nach Inokulation der beschossenen Blattsegmente mit BghA6. Die Anzahl der Interaktionsstellen mit effektiver
Papillenbildung und mit Ausbildung eines Haustoriums wurde im Vergleich zu Kontrolltransformationen
(Beschuss mit dsRNA eines menschlichen Tyroidhormonrezeptors und pGFP) ausgewertet (mind. 50
Interaktionen pro Séule). Die Penetrationsrate gibt das Verhéltnis von Zellen mit etablierten Haustorien zu allen

attackierten Zellen in % an.

Die Penetrationsrate der Kontrolle lag bei den vier unabhédngigen Versuchen zwischen 45 %
und 68 %, die des Versuchsansatzes um 6 %, 4 % und 9 % darunter bzw. im letzten Versuch
um 6 % dariiber. Die mittlere Penetrationsrate wurde damit durchschnittlich um 7,5 % durch

RNAi von Poly 4-1-dsRNA im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt.
3.9.2 RNAIi mit Poly 85

Insgesamt wurde der Einfluss von Poly 85 auf die Interaktion von Pallas mit Bgh in sechs
unabhédngigen Experimenten untersucht. Nur in zwei Fillen konnte eine ausreichende Zahl (>
50) an Interaktionen ausgezdhlt werden, so dass nur diese beiden Versuche gewertet werden

konnten. Abbildung 3.24 zeigt das Ergebnis der mikroskopischen Untersuchung.

80
70 -
60 |
50 -
40 |
30 -
20 |
10

0

O Kontrolle M Poly 85-dsRNA

Penetrationsrate (%)

1 2 Experiment

Abb. 3.24: Einfluss von Poly 85-dsRNA auf die Interaktion von Pallas mit Bgh. Legende siche néchste Seite.
Primérblattsegmente von Gerstenpflanzen cv. Pallas wurden mit dSRNA von Poly 85 und pGFP cotransformiert.
Die Auswertung der Interaktionsstellen von Pilz und transformierten Zellen erfolgte 40-48 h nach Inokulation
der beschossenen Blattsegmente mit BghA6. Die Anzahl der Interaktionsstellen mit effektiver Papillenbildung
und mit Ausbildung eines Haustoriums wurde im Vergleich zu Kontrolltransformationen (Beschuss mit dsSRNA
eines menschlichen Tyroidhormonrezeptors und pGFP) ausgewertet (mind. 50 Interaktionen pro Séule). Die

Penetrationsrate gibt das Verhéltnis von Zellen mit etablierten Haustorien zu allen attackierten Zellen in % an.
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Die Penetrationsraten des Bgh, die der Kontrolle bei 47 % bzw. 65 % lagen, wurden durch

den Beschuss mir dsRNA des Poly 85 um 16 % bzw. 7 % gesteigert.

3.9.3 RNAI mit Poly 103

Der Einfluss von Poly 103 auf die Interaktion von Pallas mit Bgh wurde in vier unabhédngigen
Experimenten untersucht. Die Penetrationsrate der Kontrolle schwankte zwischen 56 % und
70 %, die des Versuchsansatzes lag in zwei Fillen um 3 %, einmal um 2 % darunter und
einmal 5 % dariiber. In Abbildung 3.25 ist das Ergebnis der mikroskopischen Auswertung
dargestellt.
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Abb. 3.25: Einfluss von Poly 103-dsRNA auf die Interaktion von Pallas mit Bgh.

Primérblattsegmente von Gerstenpflanzen cv. Pallas wurden mit dSRNA von Poly 103 und GFP cotransformiert.
Die Auswertung der Interaktionsstellen von Pilz und transformierten Zellen erfolgte 40-48 h nach Inokulation
der beschossenen Blattsegmente mit BghA6. Die Anzahl der Interaktionsstellen mit effektiver Papillenbildung
und mit Ausbildung eines Haustoriums wurde im Vergleich zu Kontrolltransformationen (Beschuss mit dSRNA
eines menschlichen Tyroidhormonrezeptors und pGFP) ausgewertet (mind. 50 Interaktionen pro Séule). Die

Penetrationsrate gibt das Verhéltnis von Zellen mit etablierten Haustorien zu allen attackierten Zellen in % an.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei den drei in RNAi Experimenten untersuchten
Genen nur die dsRNA von Poly 85 einen deutlichen Einfluss auf die Penetrationsrate des
Mehltaupilzes zeigte, da die mit dsSRNA von Poly 85 transformierten Gerstenepidermiszellen
wesentlich hdufiger von Bgh penetriert wurden als solche, die mit dSRNA eines menschlichen

Tyroidhormonrezeptors transformiert worden waren.
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4 Diskussion

4.1 Die frithe Gerste - Blumeria graminis f.sp. hordei Interaktion

Fiir die erfolgreiche Abwehr des Gerstenmehltaupilzes scheint eine friithe Erkennung des
Pathogens und folgende Aktivierung effektiver Abwehrmechanismen seitens der Wirtspflanze
entscheidend zu sein. Aus diesem Grund sollten im Rahmen dieser Arbeit Gene isoliert
werden, die in den ersten Stunden der Gerste/Echter Gerstenmehltaupilz Interaktion
exprimiert wurden und denen moglicherweise eine wichtige Rolle in der Abwehr des Pilzes
zukommt. Besonders interessant sollten dabei solche Gene sein, die in den BghA6 resistenten
Mig-tragenden Gerstenkultivaren Ingrid-Weihenstephan (IWe) und Manchuriajsegen-Goldfoil
(MiGf) nach Inokulation mit Bgh stirker exprimiert wurden als in den nahezu-isogenen,
suszeptiblen (mlg) Linien Ingrid und Manchuriaisegen. Die Linie IWe wurde fiir diese
Untersuchung ausgewihlt, da IWe von allen zur Verfiigung stehenden Mig-tragenden Linien
das kleinste introgressierte Fragment besall (Gorg et al. 1993) und MiGf, da diese Linie den
grofiten Unterschied im genetischen Hintergrund zu Ingrid und IWe aufwies (M. Korell, pers.
Mitteilung). Gregersen et al. (1997) fanden eine biphasische Transkriptakkumulation in
Gerstenbléttern nach Bgh-Inokulation mit Expressionsmaxima verschiedener Gene zwischen
4 und 6 Stunden nach Inokulation (hpi, hours post inoculation) bzw. 12 hpi und 18 hpi, was
dem Anheften des primiren und des appressorialen Keimschlauchs der Mehltaukonidie auf
dem Wirtblatt entspricht. Die zytologischen Analysen sollten Aufschluss dariiber geben, ob
sich der Mehltaupilz unter den gewihlten Bedingungen erwartungsgemill entwickelte
(Ellingboe 1972; Carver et al. 1995), wann erste Reaktionen in den Epidermiszellen auf die
Pilzattacke erkennbar waren und ob linienspezifische Unterschiede bei diesen Reaktionen zu
beobachten waren. Dazu wurden 5 hpi und 13 hpi Primérblitter der vier oben aufgefiihrten
Gerstenkultivare geerntet, und die Interaktion dieser mit Bgh mikroskopisch analysiert. Dabei
konnte festgestellt werden, dass auf durchschnittlich jeder zweiten Epidermiszelle eine
Konidie lag und diese groBtenteils einen sekundidren Keimschlauch ausgebildet hatten. 5 hpi
waren bereits erste Reaktionen unter dem primiren Keimschlauch (primary germ tube, PGT)
Epidermiszellen der verschiedenen Linien zu sehen. Dabei handelte es sich meist um das
Verschieben des Zellkerns unter die Stelle des Penetrationsversuchs durch den Pilz und
seltener um die Bildung einer Cytoplasmaaggregation. Das Verschieben des Zellkerns in

attackierten Pflanzenzellen wurde von Heath im Kuhbohne/Rost (Vigna unguiculata L./
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Uromyces vignae, L.) Pathosystem bereits beschrieben (Heath 1997). Die Haufigkeit der
Reaktion unter dem PGT war nicht vom Resistenzstatus der untersuchten Gerstenlinie
abhingig, was mit Beobachtungen iibereinstimmt, nach denen die Papillenbildung
unabhingig vom Vorhandensein eines Resistenzgens in Epidermiszellen verschiedener
Kultivare auftrat (Koga et al. 1990; Aist und Bushnell 1991; Kogel et al. 1994). Die Reaktion
der Zelle unterhalb des primiren Keimschlauchs zu diesem frithen Zeitpunkt der Gerste/Bgh-
Interaktion ldsst vermuten, dass es vorher zu einer Erkennung des Pathogens gekommen war.
So ist es z.B. denkbar, dass Enzyme, wie Kutinasen, die Konidien 5 Minuten bzw. 10 bis 15
Minuten nach Auftreffen auf einen festen Untergrund exkretieren, von der Pflanze detektiert
werden und bestimmte Abwehrreaktionen auslosen (Carver et al. 1995). Neben den
zytologisch sichtbaren Ereignissen nach der Pathogenerkennung, kommt es auch zur
verstidrkten Expression verschiedener Gene, also der Aktivierung der Abwehr auf
Transkriptionsebene (Davidson et al. 1988; Boyd et al. 1994; Gregersen et al. 1997). So kann
man bereits 2 hpi in Gerstenprimédrblittern eine Zunahme der Transkriptmenge der B-1,3-
Glukanase und eine Stunde darauf von Chitinase und Peroxidase beobachten (Boyd et al.
1994; Heitefuss 2001).

Mit dem Auswachsen des appressorialen Keimschlauchs (appressorial germ tube, AGT)
zwischen 3 hpi und 12 hpi verschob sich die Reaktion in der Epidermiszelle vom PGT zum
sekunddren Keimschlauch (sKS) in allen vier Gerstenlinien. Auch hier war 13 hpi kein
signifikanter Unterschied in der Héaufigkeit der Reaktionen zwischen resistenten und
suszeptiblen Linien zu finden, was mit Beobachtungen von Koga et al. iibereinstimmt (1990),
die 12 hpi ebenfalls keinen Unterschied in der Bildung von Cytoplasmaaggregationen unter
dem Appressorium zwischen Mlal- und mlal-tragenden Gerstenlinien finden konnten. Es ist
bekannt, dass ebenso wie die Bildung des PGT das Auswachsen des AGT zu einer verstérkten
Expression bestimmter Gene in den Pflanzenzellen fiihrt (Davidson et al. 1988; Boyd et al.
1994; Gregersen et al. 1997). Dabei handelt es sich zum einen um Gene, deren Expression
bereits 2—5 hpi verstdrkt wurde, wie die der Phenylalanin Ammonium-Lyasen (PAL) oder
Peroxidasen, aber auch um solche, deren Expression zuvor nicht von der Pathogenattacke
verdndert worden war, wie z.B. das Gen des Thaumatin-dhnlichen Proteins (Boyd et al.
1994).

Nach den Ergebnissen der zytologischen Untersuchung der Interaktion zwischen den
verschiedenen Gerstenlinien mit dem Echten Gerstenmehltaupilz konnte davon ausgegangen
werden, dass die gewéhlten Zeitpunkte (3-5 hpi bzw. 11-13 hpi) fiir die Isolierung frith Bgh-

induzierter Gerstengene geeignet waren.
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4.2 Suppressive Subtraktionshybridisierung (SSH) als Methode zur
Isolierung differentiell exprimierter Gerstengene

Suppressive Subtraktionshybridisierung (SSH) ist eine auf PCR basierende Methode, die
haufig zur Isolierung differentiell exprimierter Gene, besonders solcher mit geringer
Abundanz, eingesetzt wird (Diatchenko et al. 1996; Birch und Kamoun 2000). Speziell bei
der Identifikation von Genen, die in Tumorgeweben im Vergleich zu gesundem Gewebe
differentiell exprimiert werden, kommt SSH vielfach zum Einsatz (Yang et al. 1999;
Carvalho ef al. 2002), so dass die Methode speziell fiir die Applikation im tierischen System
optimiert wurde (Dr. S. Schmitz, BD Biosciences Clontech, pers. Mitteilung). SSH findet aber
auch bei der Analyse genomischer Unterschiede zwischen Bakterienstimmen und der
Isolierung differentiell exprimierter Pflanzengene Verwendung (Janke ef al. 2001). So wurde
diese Methode unter anderem in Tomate, Kartoffel, Arabidopsis, Reis und Gerste
angewendet, um differentiell exprimierte Gene nach Pathogenbefall, Seneszenzeintritt
chemischer Induktion oder abiotischem Stress zu identifizieren (Birch et al. 1999; Beyer et al.
2001; Hinderhofer und Zentgraf 2001; Liu ef al. 2001; Werner et al. 2001; Xiong et al. 2001;
Jarosch 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vier Suppressive Subtraktionshybridisierungen
durchgefiihrt. In allen vier Hybridisierungen wurde SMART™-cDNA, die aus PolyA*-RNA
hergestellt worden war, als Ausgangsmaterial eingesetzt. Die SMART™-Technologie
ermdglicht es, auch aus geringen Mengen an RNA, grofle Mengen cDNA herzustellen, da die
Methode eine Amplifizierung der ¢cDNA {iber PCR einschlieBt (Spirin et al. 1999). In
mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bei einer geringen Anzahl an Zyklen in der
PCR, das Verhiltnis der einzelnen Transkripte zueinander verglichen mit der Ausgangs-RNA
unverdndert blieb (Herrler 2000; Vernon et al. 2000; Zhumbayaeva et al. 2001). Diese
Beobachtung konnte in der vorliegenden Arbeit mit Poly 4-2 (Aktin) bestétigt werden, dessen
Expression nach Inokulation sowohl iiber SMART™-RT-PCR als auch iiber Northern
iiberpriift wurde. In beiden Fillen konnte die schwache Induktion des Gens nach
Pathogenbefall bestétigt werden (vgl. Abb. 3.11 und 8.7)

In den ersten beiden SSHs, in denen Gerstengene isoliert werden sollten, die nach Inokulation
Mig-spezifisch verstirkt exprimiert waren, zeigten insgesamt 59 Fragmente, die 35
unterschiedliche Gene représentierten, differentielle Signale auf den Reversed Northern Dot
Blots. Mittels Northern-Analysen oder SMART™-RT-PCR wurde versucht, die differentielle

Expression fiir 25 dieser Gene zu bestitigen. Nur eines der Gene, P/074 (ohne signifikante
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Homologie), zeigte im Northern eine stirkere Expression in Mlg-tragenden Linien im
Vergleich zu suszeptiblen Linien nach Inokulation (s. 3.4.1). Dieser Unterschied in der
Expression trat allerdings erst ab 16 hpi auf, also zu einem Zeitpunkt, der bei der SSH nicht
beriicksichtigt wurde, da hier die Expression 11-13 hpi untersucht worden war. Somit war das
Auffinden dieses differentiell exprimierten Gens bei den SSHs eher zufillig, so wie das der
anderen 4 Mehltaupilz-induzierten Gene (PI006, PI016, Pl073, PIl075), bei denen kein
linienspezifischer Unterschied in der Expression zu detektieren war. Bei der dritten SSH
sollten konstitutiv differentiell exprimierte Gene der Mlg-tragenden Linie isoliert werden. Fiir
keines der 5 Gene, die in den Reversed Northern Dot-Blots differentielle Signale zeigten und

anschlieBend in Northern-Analysen oder SMART™-

RT-PCR untersucht wurden, konnte
allerdings eine stirkere Expression in der Mlg-tragenden Linie im Vergleich zur suszeptiblen
bestétigt werden.

In der letzten SSH, die der Isolation pathogeninduzierter Gene dienen sollte, zeigten 12 Gene
differentielle Signale in den Reversed Northern Dot-Blots, von denen nur eines, P/12]
(WIR1B-Homolog), mittels SMART™-RT-PCR als pathogeninduziert bestitigt werden
konnte.

Die Griinde fiir den auf den ersten Blick nur wenig erfolgreichen Verlauf der SSHs konnen
sehr vielfdltig sein, da viele Kriterien bei der Anreicherung differentiell exprimierter Gene
iiber SSH eine Rolle spielen.

Als Erkldrung dafiir, dass bei den ersten 3 SSHs keine Gene isoliert wurden, die in der Mig-
tragenden Linie IWe im Vergleich zur suszeptiblen Linie Ingrid stirker exprimiert waren,
kann angenommen werden, dass es solche Gene nicht gab. Es ist denkbar, dass weder
konstitutiv noch zu einem frithen Zeitpunkt (3-13 hpi) der Gerste/Bgh-Interaktion die
Expression eines Gens in den beiden Linien unterschiedlich stark war. Bei vergleichenden
Genexpressionsstudien in den ersten 24 Stunden der Interaktion mit Bgh konnten zwischen
Mlal- und mlal-tragenden Gerstenlinien ebenfalls keine Unterschiede nachgewiesen werden
(Davidson et al. 1988; Gregersen et al. 1997). Das gleiche fanden Clark und Mitarbeiter in
mlo- und Mlo-Gerstenlinien in den ersten 15 Stunden der Interaktion mit dem Echten
Gerstenmehltaupilz (Clark et al. 1993). Auch PR-Gene, wie die von Peroxidasen und
Chitinasen, zeigten erst ab 30 hpi erste Unterschiede in ihrer Expression zwischen der
resistenten und der anfélligen Linie (Boyd et al. 1994).

Ebenso wie in den SSHs konnte auch in einem parallel zu dieser Arbeit durchgefiihrten
cDNA-AFLP kein Gen isoliert werden, das in den Mlg-tragenden Linien IWe und MiGf im

Vergleich zu den suszeptiblen Linien Ingrid und Manchuriajseen differentiell exprimierten
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waren (Eckey in Vorbereitung). Da im cDNA-AFLP nahezu alle Gene auf ihre Expression hin
untersucht worden sind, kann man sagen, dass es wahrscheinlich keine Gene gab, die
konstitutiv oder zu frithen Zeitpunkten der Interaktion mit Gerstenmehltaupilz deutlich
differentiell zwischen Mlg- und mlg-tragenden Linien exprimiert waren.

Das erklért aber nicht das Ergebnis der vierten SSH, bei der Bgh-induzierte Gene angereichert
werden sollten. In dem bereits erwéhnten cDNA-AFLP waren ca. 4 % der dargestellten
Genfragmente pathogenresponsiv, die meisten zeigten eine verstirkte Expression nach
Inokulation mit Gerstenmehltaupilz (Eckey in Vorbereitung), so dass auch bei der SSH mehr
als eines der 14 untersuchten Gene mehltaupilz-induziert hitte sein sollen.

Doch bei den meisten der in den Reversed Northern Dot Blots differentiellen Klone handelte
es sich um Falsch-Positive. Das Auftreten dieser Fragmente, die sich dadurch auszeichnen,
dass sie in den Reversed Northern Dot-Blots differentielle Signale zeigen, ihre differentielle
Expression allerdings nicht in Northern Analysen oder iiber RT-PCR bestitigt werden kann,
ist ein hdufiges Problem der SSH. Aus diesem Grund wurde bereits eine Methode, die
sogenannte mirror orientation selection (MOS), die die Eliminierung Falsch-Positiver aus der
SSH-Bank erlauben soll, entwickelt (Rebrikov et al. 2000).

Die Entstehung solcher Falsch-Positiven wéhrend der SSH kann verschiedene Ursachen
haben. Diatchenko et al. vor einer Praamplifikation des Ausgangsmaterials, da sich dadurch
der Anteil Falsch-Positiver in der resultierenden SSH-Bank erhohen konnte, so dass die
Amplifikation der ¢cDNA in der SMART™-PCR moglicherweise das Auftreten falsch-
positiver Signale verstirkt hat (Diatchenko et al. 1999). Der Anteil Falsch-Positiver nimmt
auch zu je weniger differenticlle mRNAs in der Hybridisierung vorhanden sind, d.h. je
weniger homogen das Ausgangsmaterial ist (Diatchenko ef al. 1999; Desai ef al. 2000). Desai
et al. (2000) konnten zeigen, dass bei einer SSH, die dem Auffinden differentiell exprimierter
Gene in Prostatatumoren dienen sollte, nur 3 % der Klone der SSH-Bank tatsdchlich
differentiell exprimiert waren, wéhrend es bei einem vergleichbaren Experiment mit
Hirntumoren 70 % waren. Der Grund fiir diesen Unterschied lag nach Meinung der Autoren
darin, dass Prostatatumore nur zu ectwa 30 % tumordses Material enthalten, wihrend
Hirntumore oft zu 100 % aus Krebszellen bestehen. Ein inokuliertes Gerstenpriméarblatt kann
in gewisser Weise in Bezug auf seine Homogenitit mit dem Gewebe eines Prostatatumors
verglichen werden. In einem Ansatz, in dem man cDNA von pathogeninfiziertem Material als
Tester und ¢cDNA von nicht-infiziertem als Driver verwendet, ist der Anteil differentieller
mRNAs vergleichsweise niedrig, da nur etwa 16 % der Gene in den ersten 24 Stunden einer

Pathogenattacke in ihrer Expression verdndert werden (Scheideler et al. 2002). Besonders zu
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frithen Zeitpunkten der Gerste/Bgh-Interaktion reagieren nicht alle Zellen des Gerstenblattes
auf die Pathogenattacke, so dass die Expression pathogenresponsiver Gene speziell im
Mesophyll noch nicht vollstandig induziert ist, und Transkripte differentiell exprimierter Gene
nur in einem Teil der Zellen zu finden sind.

Zudem wurden die Suppression-PCRs in der vorliegenden Arbeit mit einem bzw. 5 Zyklen
mehr durchgefiihrt, als vom Hersteller empfohlen, was ebenfalls das Auftreten Falsch-Positi-
ver begiinstigt haben konnte (Diatchenko ef al., 1999). Die Erhéhung der Zyklenzahl schien
notwendig, da bei geringerer Amplifikation keine Produkte nach gelelektrophoretischer
Trennung sichtbar waren.

Die geringe Ausbeute an Bgh-induzierten Genen in der vierten SSH kann aber auch darin
begriindet sein, dass die Hybridisierung nicht erfolgreich verlaufen ist. Die Effektivitit der
Subtraktion hingt stark von der Effizienz ab, mit der die beiden Adaptoren zuvor an die
Tester-cDNA-Fragmente ligiert wurden (Desai ef al. 2000). Diese Ligationseffizienz war in
der vierten SSH geringer als vom Hersteller gefordert und konnte auch durch experimentelle
Variationen nicht gesteigert werden, so dass moglicherweise die Hybridisierung nicht
erfolgreich verlaufen ist.

Uber die Effizienz von SSH in anderen Arbeiten mit Pflanzenmaterial kann nur wenig gesagt
werden, da oft keine Aussagen dariiber getroffen wurden, wie viele der im ersten Screening
differentiell erschienenen cDNAs in unabhingigen Analysen bestétigt werden konnten. Birch
und Mitarbeiter konnten in einer SSH mit Kartoffelpflanzen zeigen, dass 10 % der Klone der
SSH-Bank tatséchlich im Sinne der Fragestellung des Versuchs differentiell exprimiert waren
(Birch et al. 1999). Xiong et al. (2001) konnten 4,4 % der Klone aus einer Reis-SSH-Bank als
durch M. grisea induziert bestdtigen. Bei Beyer ef al. (2001) entsprachen nur 1,4 % der Klone
der SSH-Bank der urspriinglichen Fragestellung. In der Dissertation von Birgit Jarosch, die
SSH angewendet hatte, um DCINA-induzierte Gene der Gerste zu isolieren, waren 2,0 % der
iiber SSH angereicherten ¢cDNAs tatsdchlich differentiell exprimiert (Jarosch 2002). Man
muss feststellen, dass es nur wenigen Arbeitsgruppen gelungen ist, mittels SSH eine

Anreicherung von differentiell exprimierten Genen zu erreichen.
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4.3 PCR als Methode zur Isolierung von Resistenzgenanaloga aus
Gerste

Die Isolierung von Resistenzgenanaloga (RGA) durch den Einsatz der Polymerase
Kettenreaktion (PCR) ist bereits vielfach beschrieben worden. Neben der Isolation von Genen
aus dikotylen Pflanzenspezies, wie Arabidopsis, Kartoffel, Salat, Soja, Sonnenblume, Tomate
und Weinrebe (Kanazin ef al. 1996; Leister et al. 1996; Yu et al. 1996; Aarts et al. 1998;
Gentzbittel er al. 1998; Ohmori et al. 1998; Shen et al. 1998; Simons et al. 1998; Donald et
al. 2002), kam diese Methode auch bei monokotylen Spezies, wie Gerste, Reis und Weizen
zum Einsatz (Feuillet et al. 1997; Seah et al. 1998; Mago et al. 1999; Brueggeman et al.
2001).

Fiir die Isolation von RGA werden degenerierte Primer von konservierten Bereichen bereits
isolierter und sequenzierter Resistenzgene, wie dem L6-Gen aus Flachs, dem N-Gen aus
Tabak und dem RPS2-Gen aus Arabidopsis, abgeleitet und in PCRs eingesetzt (Leister et al.
1996; Shen et al. 1998). Meist dienen Motive der Nukleotidbindestelle (NBS), die in den
meisten Resistenzgenen vorhanden ist, als Vorlage fiir die Erstellung degenerierter Primer
(Bent 1996; Baker et al. 1997, Hammond-Kosack und Jones 1997; Ellis 2000). Neben der
Phosphat-Bindeschleife (P-Loop), die die hoch konservierte Sequenz GGVGKTT aufweist
(Saraste et al. 1990; Ohmori ef al. 1998), wird auch eine zweite in der NBS vorkommende
stark konservierte hydrophobe Domidne mit der Konsensusaminosiduresequenz GLPL als
hiufiges Motiv von Resistenzgenen angesehen und als Anheftungsstelle degenerierter Primer
genutzt (Mago et al. 1999).

Einige Resistenzgenprodukte weisen eine ebenfalls konservierte Kinasedoméne auf, wie das
XA21 aus Reis oder PTO aus Tomate (Hammond-Kosack und Jones 1997). Auch dieses
Motiv kann bei der Erstellung degenerierter Primer als Vorlage dienen (Botella e al. 1997;
Gentzbittel et al. 1998).

Andere Motive, wie Leucin-reiche Regionen (LRR), Leucinzipper (LZ) oder Toll-Interleukin-
Doménen (TIR), werden seltener zur Erstellung degenerierter Primer herangezogen, da diese
Regionen durch Protein-Protein-Interaktionen die Spezifitdt der Resistenzreaktion vermitteln
und als hoch variabel gelten (Kobe und Deisenhofer 1994; Botella et al. 1997; Fluhr 2001;
Mondragon-Palomino et al. 2002).

Als template konnen in der PCR genomische DNA, BAC-DNA (bacterial artificial
chromosomes) oder cDNA eingesetzt werden. Bei komplexen Genomen, wie dem der Gerste

empfiehlt sich der Einsatz von cDNA, um die Bildung unspezifischer Produkte zu
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unterdriicken (Shen et al. 1998; Brueggeman et al. 2001).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Mlg-Gen oder andere an der Mig-vermittelten
Resistenz beteiligten RGA mittels PCR aus Gerste zu isolieren. Insgesamt wurden 141
Primer-Kombinationen (sense und antisense, s. Tab. 8.3) in PCRs verwendet, die
verschiedenen Literaturstellen entnommen worden waren (Kanazin ef al. 1996; Leister et al.
1996; Yu et al. 1996; Botella et al. 1997; Aarts et al. 1998; Gentzbittel ef al. 1998; Shen et al.
1998; Simons et al. 1998). 69 der Primer-Kombinationen waren von NBS, 59 von LRR, 7 von
Kinasemotiven, 4 von TIR und 2 von LZ abgeleitet. Als template wurde cDNA aus mock-
und Bgh-inokulierten Gerstenprimérbléttern der Linien Ingrid und Manchuriajsegen (/g) sowie
IWe und MiGf (Mlg) verwendet. Die annealing-Temperatur bei den PCRs wurde 5 °C
niedriger gewdhlt als vom Lieferanten der Primer angegeben, um die Anheftung der
degenerierten Primer an die heterologe cDNA der Gerste zu gewihrleisten. Es wurden keine
Mig-spezifischen Produkte amplifiziert, aber 13 Genfragmente, deren Expression nach Bgh-
Inokulation in allen Linien erhoht war (M. Korell, pers. Mitteilung; s. Tab. 3.5). Diese
Fragmente wurden aus dem Gel isoliert, kloniert und anschlielend sequenziert. Sieben dieser
Fragmente wurden mit Primern, die von Arabidopsis-LRR abgeleitet worden waren (Botella
et al. 1997), amplifiziert, von denen zwei (Poly 39 und Poly 48) keine Homologie zu bereits
bekannten Proteinen zeigten. Neben diesen beiden wurden Genfragmente einer
Rezeptorkinase (Poly 4-1), eines Aktins (Poly 4-2), einer PAL (Poly 23), eines ERD-1- (Poly
22) und eines WCI-5-Homologs (Poly 28) als pathogeninduziert bestitigt. Keines dieser
Proteine wies eine LRR auf. Dies kann zum einen darin begriindet liegen, dass LRR auf
Grund ihrer postulierten Funktion der Ligandenbindung hoch spezifisch und daher sehr
variabel sind (McDowell et al. 1998; Ellis et al. 1999; Luck et al. 2000; Moffett et al. 2002)
und zum anderen darin, dass bei den PCRs eine so niedrige annealing-Temperatur gewéhlt
wurde, dass die Primer unspezifisch an andere cDNAs binden konnten.

Eines der Genfragmente (Poly 53) wurde mit Primern amplifiziert, die von einer
Kinasedoméne von Arabidopsis abgeleitet waren (Botella ef al. 1997). In der Tat wies dieses
Fragment Homologien zu verschiedenen Rezeptorkinasen auf und innerhalb des
amplifizierten Bereichs konnte eine Proteinkinasedomine identifiziert werden (s. Abb. 8.8).
Die restlichen 5 Genfragmente (Poly 85, Poly 94, Poly 103, Poly 129 und Poly 134) stammten
aus PCRs, in denen Primer eingesetzt wurden, die von NBS abgeleitet worden waren (Leister
et al. 1996; Shen et al. 1998; Simons ef al. 1998). Drei dieser Fragmente (Poly 94, Poly 129,
Poly 134) zeigten keine Homologie zu bereits bekannten Proteinen, wobei Poly 129 spiter als

Bgh-cDNA identifiziert werden konnte (s. 3.6.1). Beim POLY 85 handelte es sich um ein
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Protein mit Kupferbindedoméne, das keine NBS besitzt. Auch hier ist es wahrscheinlich, dass
auf Grund der niedrigen annealing-Temperatur die Primer unspezifisch an die cDNA des
Kupfer-bindenden Proteins gebunden haben und diese so amplifiziert wurde. Der POLY 103
wies als einziger die erwartete NBS auf.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit diesem Ansatz kein Gen gefunden werden
konnte, das Mig-Spezifitit besa. Die Aminosduresequenzen von 2 der 13 Bgh-induzierten
Gene wiesen das Motiv (Kinasedomidne und NBS) auf, von dem die degenerierten Primer
urspriinglich abgeleitet worden waren. 5 Fragmente hatten keine Homologie zu Proteinen der
NCBI-Datenbank und in sechs Féllen wurden Produkte amplifiziert, die keines der
beschriebenen Resistenzgenmotive aufwiesen. Shen und Mitarbeiter, die RGA aus Salat mit
Hilfe degenerierter Primer, die von NBS abgeleitet worden waren, zu isolieren versuchten,
sequenzierten 65 verschiedenen PCR-Produkte, von denen knapp die Hélfte das erwartete
Motiv aufwiesen. Diese relativ hohe Effizienz von ca. 50 % erklérten sie damit, dass die von
thnen verwendeten Primer sehr spezifisch und nur in geringem Malle degeneriert waren. Je
stiarker die Degeneration der Primer, wie sie durch den Einbau von Inosin erreicht wird, desto
grofBer ist die Gefahr, unspezifische Produkte zu amplifizieren (Shen ef al. 1998; Brueggeman
et al. 2001). Einige der in dieser Arbeit verwendeten Primer besaBlen einen hohen
Degenerationsgrad (Kanazin et al. 1996; Leister et al. 1996), was der Grund dafiir gewesen

sein konnte, dass die amplifizierten Produkte nur zum Teil Resistenzgenmotive aufwiesen.

4.4 Identifizierung Mehltaupilz-induzierter Gene der Gerste

Die Uberpriifung der iiber Suppressive Subtraktionshybridisierungen und RGA-
Kandidatengenansatz isolierten, potentiell differentiell exprimierten Gerstengene fiihrte zur
Identifizierung von insgesamt 20 Genen, deren Expression durch die Inokulation mit Bgh
erhoht wurde. Fiinf der Genfragmente, P1016, P1074, P1075, Poly 39 und Poly 48, zeigten
keine signifikanten Homologien bei Sequenzvergleichen in der Gendatenbank mit bereits
bekannten Proteinen. Die restlichen 15 Genfragmente konnten auf Grund ihrer Homologien
zu verschiedenen Gruppen zusammen gefasst werden. Neben vier WIR1 (wheat induced
resistance)- bzw. WCIS5- (wheat chemically induced) Homologen konnten vier Genfragmente
mit Resistenzgen-Motiven, zwei Phosphatasen, ein Chlorophyll a/b-Bindeprotein, ein Aktin,
ein ERDI (early responsive to dehydration)-Homolog, eine PAL (Phenylalanin Ammonium-
Lyase) und ein Kupfer-bindendes Protein als Mehltaupilz-induziert bestétigt werden. Bis auf

Poly 48, das erst 12 hpi iiber RT-PCR nachzuweisen war (vgl. Abb. 3.11), waren alle Gene
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bereits 4 Stunden nach Inokulation mit Bgh verstarkt exprimiert. P//13 (Phosphoproteinphos-
phatase) war nach Inokulation nur in Ingrid, nicht in IWe, induziert und zeigte eine bipha-
sische Transkriptakkumulation (s. Abb. 3.2). Die Gene PI/074 und Poly 85 (Kupfer-Binde-
protein) waren 24 hpi und 48 hpi bzw. 16 hpi und 24 hpi in den Mig-tragenden Linien IWe
bzw. MiGf stirker exprimiert als in den nahezu isogenen suszeptiblen Linien (s. Abb. 3.4 und
3.13). In den folgenden Unterkapiteln werden die verschiedenen Gene vorgestellt und ihre

mogliche Funktion bei der Abwehr des Mehltaupilzes diskutiert.
4.4.1 WIRI1- und WCI5-Homologe

Zwei der aus dem SSH-Ansatz stammenden, mehltaupilzinduzierbaren Gene, P/0/0 und
Pl121, zeigten Homologie zu WIRIa bzw. WIRI1b aus Weizen. WIR ist die Abkiirzung fiir
wheat induced resistance® und charakterisiert Gene, die nach Inokulation mit dem Nicht-
Wirt-Pathogen Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) verstirkt in Weizen exprimiert wurden
(Schweizer et al. 1989; Rebmann et al. 1991; Rebmann et al. 1991a; Kmegl et al. 1995). Die
Aminosduresequenz von PLO10 ist zu 48 % identisch mit der des WIR1A, wihrend 64 % der
Aminosduren von PL121 identisch mit denen des WIRIB sind (s. Abb. 8.9). Bei den
Proteinen der WIR1-Familie handelt es sich um relativ kleine (81 bis 88 aa), integrale
Membranproteine der Klasse II mit einem kurzen cytoplasmatischen N-Terminus und einem
prolin- und glycinreichen extracytoplasmatischen C-Terminus (von Heijne und Gavel 1988;
Bull et al. 1992). WIRI akkumulierte in Weizen nach Inokulation mit Bgh und Bgt mit
maximaler Expression bei 14 hpi, wobei die Stiarke der Expression unabhidngig von der f.sp.
des Mehltaupilzes war. Die WIRI-Gene waren weder wund- noch chemisch induziert (Bull et
al. 1992; Schaffrath et al. 1997). Auf Grund ihres hohen Anteils an Glycin und Prolin im C-
terminalen Bereich (ca. 45 %), wurde postuliert, dass WIRI1-Proteine mit der Zellwand
interagieren und so den Kontakt zwischen Zellwand und Plasmamembran, z.B. bei einer
Pathogenattacke, verstirken (Mauch et al. 1991; Bull et al. 1992). Die Bedeutung der
Plasmamembran-Zellwand-Adhésion bei der Abwehr von pilzlichen Pathogenen wurde im
Kuhbohne/Rost (Vigna unguiculata L./Uromyces vignae) System untersucht. Dabei zeigte
sich, dass der Rostpilz offenbar in der Lage war, die Adhdsion zwischen Zellwand und
Plasmamembran zu reduzieren und so seine Penetration in die Zellen zu erleichtern (Mellersh
und Heath 2001). In Bohne, Tomate und Soja wurden bei Trockenstress prolin- und
glycinreiche Proteine verstirkt exprimiert, die wahrscheinlich eine Plasmolyse verhindern

sollen (Creelman und Mullet 1991; Showalter et al. 1992; Gomez-Garcia et al. 2000). Den
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starksten Hinweis auf die Funktion der in Gerste gefundenen WIRI-Homologe lieferten
Arbeiten von Mauch und Mitarbeitern zur Charakterisierung eines WIR1-Homologs aus Reis.
Die Aminosduresequenz dieses RIR1A ist zu 35 % identisch mit der des WIR1. Nach
Inokulation von Reis mit Pseudomonas syringae pv. syringae konnte iiber Immunodetektion
die Akkumulation des RIR1A-Proteins in der Zellwand nachgewiesen werden (Mauch et al.
1991). Da WIR1A, WIR1B, RIR1A und die beiden gefundene Gerstenhomologe PLO10 und
PL121 das gleiche hydropathische Profil aufweisen, ist anzunehmen, dass PL010 und PL121
ebenso wie ihre Homologe in Weizen bzw. Reis integrale Membranproteine sind und
moglicherweise als Zellwand-Membran-Linker fungieren (B. Morschbacher, pers.
Mitteilung). Dariiber hinaus besitzen PLO10 und PL121 ein Signalpeptid, das auch in der
RIR1A-Sequenz zu finden ist und auf eine Sekretion der Proteine schliefen ldsst (Mauch et
al. 1991). Die funktionale Analyse des WIRI durch Transiente Uberexpression in
Epidermiszellen von Weizenprimérblattern mittels Partikel-Bombardement ergab, dass WIR1
keinen Einfluss auf die Interaktion mit Echtem Weizenmehltaupilz (Bgt) hatte. Das bedeutet,
dass die Uberexpression dieses Gens die Penetrationseffizienz des Pilzes nicht signifikant
verdandern, seine Funktion in der Weizen-Bgt-Interaktion auf diesem Weg also nicht geklart
werden konnte (Schweizer et al. 1999a).

Ein weiteres pathogen-induziertes Gen des Weizens ist WCI5. WCI steht fiir ,,wheat
chemically induced” und gibt einen Hinweis auf ein zusitzliches Charakteristikum dieses
Gens, ndmlich seine Induzierbarkeit durch den chemischen Resistenzinduktor BTH
(Benzothiadiazol) in Weizen (Gorlach et al. 1996). Das ca. 950 bp groB8e WCI5 ist der einzige
Vertreter der finf isolierten WCI-Gene, der auch nach Inokulation mit Echtem
Weizenmehltaupilz eine deutlich verstarkte Expression zeigte (Gorlach et al. 1996; Schaffrath
et al. 1997). Die Lokalisation des WCI5-Proteins und seine genaue Funktion konnten bislang
nicht gekldrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Homologe des WCIS5 in Gerste
isoliert, PLO89 und POLY 28. Die Aminosduresequenz des PLO89 ist zu 87 % identisch mit
der des PBH6-12, einem weiteren WCI5-Homologen aus Gerste, die des POLY 28 zu 85 %
identisch mit der WCI5-Aminosduresequenz. Erst kiirzlich wurden WCIS, pBH6-12 und
weitere Homologe aus Arabidopsis, Reis, Tabak und Weizen, deren Transkripte nach
Pathogenattacke in Epidermis und Mesophyll akkumulierten, zur Familie der PR-17 zusam-
mengefasst. Durch Sequenzvergleiche mit bereits bekannten Proteinen wurden Homologien
der PR-17-Proteine zu Zn*"-bindenden Proteinen und verschiedenen Proteasen gefunden, die
auf die mogliche Funktion dieser Proteine schlieen lassen. Da sie extrazelluldr akkumulieren,

konnten sie am Zellwandmetabolismus oder an Signaltransduktionsereignissen beteiligt sein.
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Dariiber hinaus ist auch eine direkte antibiotische Wirkung der WCI5-Homologe denkbar
(Christensen et al. 2002). Eine transiente Uberexpression des WCI5 in Weizenepidermiszellen
mittels Partikel-Bombardements konnte die Penetrationseffizienz von Bgt signifikant
verringern, was bedeutet, dass diesem Gen eine relevante Funktion in der Weizen-Bgt-
Interaktion zukommt, die auch fiir die iibrigen Vertreter der PR-17-Familie und damit auch

fiir P1010 uns P1121 postuliert werden kann (Schweizer ef al. 1999a).
4.4.2 Proteine mit Resistenzgen-Motiven

Die Aminosduresequenzen von vier der pathogeninduzierten Gene wiesen Motive auf, die
hiufig in Resistenzgenprodukten gefunden werden. Das cDNA-Fragment P1073, das mittels
Suppressiver Subtraktionshybridisierung (SSH) isoliert wurde, stellte den 786 bp langen 3'-
Bereich eines Gens inklusive PolyA’-Schwanz dar. Die korrespondierende Aminosiure-
sequenz enthielt zwei Leucin-reiche Regionen (LRR) die sich iiber eine Lange von jeweils 25
Aminoséduren erstreckten. Das Fragment zeigte 40 % Identitdt auf Aminoséureebene zu einem
Leucin-reichen Protein der Morenhirse (Sorghum bicolor L.). Dieses SLRR besitzt 6
imperfekte LRRs und akkumulierte in jungen Hirsebldttern 6 Stunden nach Inokulation mit
dem Maispathogen Colletotrichum graminicola (Hipskind et al. 1996). AuBler der LRR-
Region weist das SLRR ein Signalpeptid auf, das auf eine Exkretion in den
extracytoplasmatischen Raum schlieBen ldsst. Dariiber hinaus besitzt es keinerlei besondere
Motive, d.h. es beinhaltet weder eine Transmembranregion noch eine Kinasedoméne. Als
Funktion der LRR wird die Bindung eines spezifischen Liganden als wahrscheinlichste
Alternative diskutiert (Kobe und Deisenhofer 1994; Fluhr 2001). So ist es denkbar, dass das
SLRR extrazelluldr einen Liganden, z.B. einen Elicitor, bindet und dann ein Protein-Protein-
Duplex mit einem Rezeptor oder einer Rezeptorkinase bildet, wie es auch fiir die
Resistenzgenprodukte CF-2, -4 und —9 und PTO der Tomate postuliert wird bzw. gezeigt
werden konnte (Hammond-Kosack und Jones 1997; Rathjen et al. 1999). Die verstirkte
Expression des SLRR-Gens nach Pathogenbefall und die damit verbundene Akkumulation des
Proteins im extrazelluldren Raum konnte die Haufigkeit der Bindung des korrespondierenden
Liganden erh6hen und damit zu einer Verstarkung nachfolgender Signaltransduktionsprozesse
fiihren. Auch in Tabak konnte die verstirkte Expression eines Leucin-reichen Proteins (EILP)
nach Elicitorbehandlung und in Tomate fiir LRP nach Viroidinfektion gezeigt werden
(Tornero et al. 1996, Takemoto et al. 2000).

Da vom P1073 nur der N-terminale Bereich isoliert werden konnte, kann nicht ausgeschlossen
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werden, dass sich im 5'-Bereich noch weitere Motive, wie eine NBS, eine
Transmembranregion oder eine Kinasedoméne befinden. So ldsst sich bisher nur sagen, dass
das Vorhandensein der LRR auf eine Beteiligung des PL073 an einer Protein-Protein-
Interaktion und an Signaltransduktionprozessen schlieSen lésst.

Poly 4-1 und Poly 53, zwei aus dem RGA-Kandidatengenansatzes stammende Genfragmente,
wiesen beide eine Proteinkinasedomine auf. Das 290 bp lange cDNA-Fragment Poly 53
kodierte u.a. flir eine 44 Aminosdure umfassende Proteinkinasedoméne. In der
Aminosduresequenz des durch iPCR auf full-length verlingerten POLY 4-1 war eine 198
Aminosduren lange Proteinkinasedomine zu finden (s. Abb. 3.19). Kinasen kommt eine
entscheidende Rolle in der Signalweiterleitung z.B. nach Verwundung, osmotischem Stress
oder Pathogeninfektion in Pflanzen zu (Ehness et al. 1997; Zhu 2002). Bereits wenige
Minuten nach Elicitorbehandlung konnte in Tomatenzellkulturen eine Anderung des
Proteinphosphorylierungsmusters gefunden werden, was auf die Aktivitdt von Proteinkinasen
schlieen lie. Das Ausschalten von Proteinkinasen durch spezifische Inhibitoren fiihrte
hingegen zu einem Ausbleiben der Ethylenproduktion und verminderter PAL-Aktivitdt nach
Elicitorbehandlung (Felix et al. 1991). In Tabak konnte gezeigt werden, dass die
Akkumulation von PR-Genprodukten Proteinkinase-abhéingig ist (Raz und Fluhr 1993;
Despres et al. 1995; Suzuki und Shinshi 1995). Kinasedoménen sind ein wichtiges Merkmal
von Resistenzgenprodukten (Hammond-Kosack und Jones 1997) und erméglichen die direkte
Weiterleitung von Signalen an nachfolgende Elemente der Signalkaskade.

Innerhalb der 814 Aminosduren-langen Sequenz des POLY 4-1 konnten neben der
Proteinkinasedomine zwei weitere Motive liber Homologievergleiche identifiziert werden. So
enthélt das Protein eine Signatur, die in S-Locus-Glykoproteinen zu finden ist, und eine PAN-
Domine (s. Abb. 3.19). Von S-Locus-Glykoproteinen ist bekannt, dass sie am Stigma
sekretiert werden und an eine S-Rezeptor-Kinase (SRK) binden. Diese Bindung erhoht die
Selbstinkompatibilitit z.B. in Raps (Takayama et al. 2001; Hinata et al. 1995). Diese Signatur
konnte demnach einen Hinweis auf die Interaktion zwischen dem Poly 4-1 und moéglichen
Bindungspartnern, wie Elicitoren, geben. Das gleiche gilt fiir die PAN-Domine, die unterhalb
der S-Locus-Glykoprotein-Signatur des POLY 4-1 liegt. Dieses Motiv ist durch das
Vorhandensein von 3-4 Disulfidbriicken gekennzeichnet und wurde in verschiedenen
Proteinen gefunden, die an Interaktionen mit anderen Proteinen oder Kohlenhydraten beteiligt
sind (Tordai et al. 1999). Das hydropathische Profil des POLY 4-1, das computergestiitzt
erstellt wurde (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0), zeigte, dass der isolierte ORF

drei Transmembranregionen umfasst. Die S-Locus-Glykoprotein-Signatur und die PAN-
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Domaine liegen extracytoplasmatisch, die Kinasedomine intrazelluldr. Dieses Profil stimmt
mit dem des aus Reis isolierten XA21-Resistenzgenproduktes iiberein. Dieses besitzt eine
extracytoplasmatische LRR, die iiber eine Transmembranregion mit einer intrazelluldren
Kinasedoméine verbunden ist (Liu ef al. 2002).

Die Aminoséduresequenz, die durch das cDNA-Fragment Poly 103 kodiert wurde, wies eine
NB-ARC-Domine auf. Dieses Motiv wurde hédufig in pflanzlichen Resistenzgenprodukten
und tierischen Zelltodregulatoren gefunden und stellt einen nukleotidbindenden Adaptor dar,
der eine Protein-Protein-Interaktionsstelle mit einer Effektordomédne verbindet (van der
Biezen und Jones 1998). Da nur ein 544 Aminosduren umfassender Bereich des POLY 103
gefunden wurde, konnte bisher nicht festgestellt werden, ob sich im C- oder N-terminalen

Bereich des Proteins weitere Doméanen, wie eine LRR oder eine Kinasedoméne befinden.
4.4.3 Phosphatasen

Zwei der 1iber Suppressive Subtraktionshybridisierung isolierten, Bgh-induzierten
Genfragmente, P1111 und P1113, zeigten bei Sequenzvergleichen in der Gendatenbank
Homologien zu verschiedenen Proteinphosphatasen. Diesen kommt als Antagonisten der
Proteinkinasen eine wichtige Rolle in der Regulation der Aktivierung von Proteinen zu
(Smith und Walker 1996; Denu und Dixon 1998). Im menschlichen Genom sind mehr als 500
Phosphatasen kodiert, was die groBe Bedeutung dieser Enzyme im tierischen System
unterstreicht (Denu und Dixon 1998). Prinzipiell werden Proteinphosphatasen in zwei
Gruppen unterteilt:  Phosphoprotein-Phosphatasen  (PPasen) und Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPasen). Die Vertreter der ersten Gruppe sind Serin/Threonin-Phosphatasen,
d.h. sie dephosphorylieren Serin- oder Threoninreste der Zielproteine. Etwa 97 % der iiber
Phosphorylierung regulierten Protein werden durch Kinasen an Serin/Threonin-Resten
phosphoryliert. Die restlichen 3 % werden iiber Phosphorylierung und Dephosphorylierung an
Tyrosinresten durch Tyrosin-Kinasen bzw. PTPasen reguliert (Smith und Walker 1996).

Die Aminosduresequenz des 300 bp langen Pl111 war zu 84 % identisch mit der einer
putativen Tyrosinphosphatase aus Reis. Erst das Auffinden von PTPasen gab einen Hinweis
auf die Existenz von Tyrosin-Kinasen in Pflanzen. Uber die Funktion von PTPasen ist bislang
nur wenig bekannt. Sie sind unter anderem an der Stomatabewegung und der Aktivierung von
Kalium-Kanélen in Arabidopsis beteiligt (Luan 2002; MacRobbie 2002). Aullerdem konnte
eine PTPase in Arabidopsis gefunden werden, deren Expression durch Salz- und Kaltestress

beinflusst war (Xu ef al. 1998). Eine wahrscheinliche Rolle der PTPasen in Pflanzen ist die
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Deaktivierung von MAP (mitogen-activated protein) Kinasen. Diese werden im tierischen
System iiber Phosphorylierung an Threonin- und Tyrosinresten durch dual-spezifische MAPK
Kinasen aktiviert und u.a. durch PTPasen inaktiviert (Keyse 2000). Suzuki und Shinshi
konnten in Tabakzellen die Aktivierung einer MAP Kinase durch Tyrosin-Phosphorylierung
nachweisen (Suzuki und Shinshi 1995).

Die zum 604 bp langen Genfragment P1113 korrespondierende Aminoséuresequenz zeigte
eine 96 %ige Identitdit mit einer regulatorischen Untereinheit einer Phosphoprotein-
Phosphatase 2A (PP 2A) aus Tabak. PP 2A sind Heterotrimere, die aus einer katalytischen
und 2 regulatorischen Untereinheit bestehen. Sie weisen spezielle Motive, sogenannte HEAT-
repeats auf, die auch in der Aminosduresequenz des Pl1113 gefunden werden konnten und
moglicherweise als Protein-Protein-Interaktionsstelle fungieren (Groves et al. 1999). In
Pflanzen konnte fiir PP 2A bislang die Beteiligung an der Regulation einer Sucrose-Phosphat-
Synthase, einer Nitrat-Reduktase und einer Phosphoenolpyruvat-Carboxylase nachgewiesen
werden (Smith und Walker 1996). Dariiber hinaus sind MAP Kinasen und MAPK Kinasen als
Zielproteine dieses Phosphatasetyps wahrscheinlich (Keyse 2000; Sundaresan und Farndale
2002). PL111 und PL113 sind demnach moglicherweise als regulatorische Elemente an
Signaltransduktionsprozessen nach Pathogeninfektion beteiligt, indem sie als Antagonisten
von Proteinkinasen deren Zielproteine, wie z.B. MAP Kinasen oder Transkriptionsfaktoren,

durch Dephosphorylierung inaktivieren.

4.4.4 Chlorophyll a/b Bindeprotein

Das Genfragment eines Chlorophyll a/b Bindeproteins (CAB, P1006) wurde mittels SSH
isoliert und in Northern Analysen als Mehltaupilz-induziert bestdtigt. CAB ist Teil des
Photosystem II (PS II) der Photosynthese und bindet, wie sein Name bereits vermuten lésst,
Chlorophyllmolekiile. Das PS 1II ist der Teil des Photosyntheseapparats, an dem die Oxidation
von Wasser unter Bildung von Sauerstoff stattfindet (Buchanan ef al. 2000). Die erhohte
Expression des C4AB-Gens nach Inokulation mit Mehltaupilz kénnte darauf hinweisen, dass
die Photosyntheserate in attackierten Bléttern erhoht ist. Diese Vermutung wird durch
Ergebnisse von C. Eckey bekriftigt, die nach Inokulation von Gerstenprimarblattern mit Bgh
nicht nur die Induktion eines C4AB-Gens fand, sondern auch eine erhohte Expression eines
Ferredoxin-Gens und eines Gens, das fiir ein oxygen-evolving enhancer protein codiert,
bestitigte (Eckey in Vorbereitung). Beide Proteine sind ebenfalls Bestandteile des

Photosyntheseapparats. Eine verstarkte Photosyntheserate nach Pathogenattacke kann
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verschiedene Griinde haben. So konnte der biotrophe Mehltaupilz die Expression bestimmter
Gene induzieren, um seinen eigenen Energiebedarf decken zu kénnen. Da seine Existenz von
der Aufnahme von Stoffen aus den lebenden Epidermiszellen {iber Haustorien abhingt,
kommt ihm ein hoher Grundstoffwechsel seines Wirts und die erhohte Bereitstellung von
Energiedquivalenten in seiner Entwicklung zu Gute.

Zum anderen ist es denkbar, dass die Pflanze versucht, ihren durch die Induktion von
Abwehrmechanismen gestiegenen Energiebedarf durch eine verstirkte Photosynthese zu
decken. Dies kann durch das bei der Photosynthese direkt gebildete NADPH geschehen oder
durch ATP, das an der ATP-Synthase beim Efflux von Protonen entsteht. Die Pflanze konnte
aber noch auf andere Weise von der Erhohung der Photosyntheserate profitieren. Die
Photosynthese ist ndmlich durch die Reaktion der Mehler-Peroxidase eine Quelle Reaktiver
Sauerstoffintermediate (ROI) (Mullineaux et al. 2000). Am PS I entstehen durch die
Ubertragung von Elektronen aus Sauerstoff Superoxidanionradikale (O,). Diese schiitzen
wahrscheinlich die Zellen vor der Auspriagung von Hypersensitivem Zelltod, da sie vermehrt
in Zellen zu finden waren, deren Nachbarzellen hypersensitiv reagiert hatten (Hiickelhoven
und Kogel 1998). Die Superoxidanionen konnen aber auch durch Kupfer/Zink-abhéngige
Superoxiddismutasen (Cu/Zn-SOD) zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid (H,O,) dispro-
portioniert werden. Das Wasserstoffperoxid kann anschlieBend durch Ascorbatperoxidasen
(APX) zu Wasser reduziert werden (Asada 1999; Mullineaux et al. 2000). Moglicherweise ist
dieses H,O, aber auch an der Auslosung der Mesophyll-HR beteiligt oder wird in Epi-
dermiszellen transportiert, wo es HR auslosen kann (Hiickelhoven et al. 2000a). Zudem gilt
H,0, als Botenstoff und kann die Expression verschiedener Gene induzieren (Wu et al. 1997).
AulBlerdem wird es bei der Vernetzung von Zellwandbestandteilen genutzt und kann so die
Penetrationsresistenz des Wirts verstirken (Brisson et al., 1994).

So kann die verstirkte Photosyntheserate bei Mehltaupilz-Attacke indirekt zu einer Verstér-

kung der Pathogen-Abwehr beitragen.
4.4.5 Aktin

Das 866 bp lange Fragment Poly 4-2, dessen Expression nach Inokulation mit Mehltaupilz
schwach induziert war, zeigte 77 % Homologie auf Aminosdureebene zum AKTINI aus
Mais. Aktinfilamente sind Teil des Zytoskeletts, dem eine wichtige Funktion bei Zellteilung
und Cytoplasmabewegung aber auch bei der Interaktion von Pflanzen mit Pathogenen oder

Symbionten zukommt (Kobayashi 1992; Uetake und Peterson 1997; Jin et al. 1999; Dantan-
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Gonzalez et al. 2001). So wurden in Wurzeln von Orchideen Aktin-Aggregationen rund um
intrazelluldre Hyphen in mykorrhizierten Zellen gefunden (Uetake und Peterson 1997). Aber
auch eindringende Hyphen pathogener Pilze werden von Aktin-Polymeren umschlossen, wie
dies im Pathosystem Kuhbohne/Rostpilz (Vigna unguiculata L.-Uromyces vignae) und
Zwiebel (Allium cepa L.)/Botrytis allii (Grant und Mansfield 1999) gezeigt werden konnte.
Bei der erstgenannten Interaktion fiihrte die Inhibition der Mikrofilamentpolymerisation durch
CytochalasinE dazu, dass die Kerne der attackierten Bohnenzellen nicht mehr an die Stellen
transportiert wurden, an denen der Pilz zu penetrieren versuchte (Skalamera und Heath 1998).
Dies zeigte die Funktion des Zytoskeletts bei der Organellenbewegung nach Pathogenattacke.
Jin und Mitarbeiter konnten in der kleinen Malve (Malva pusilla, Sm.) nach Inokulation mit
Colletotrichum gloeosporoides f.sp. malvae die Induktion des Aktinl-Gens wihrend der
biotrophen Phase des Pilzes nachweisen (Jin ef al. 1999). Dieses Aktinl zeigte eine starke
Homologie zum Aktin7-Gen aus Arabidopsis, dessen Expression nach Verwundung erhoht
war (McDowell et al. 1996). In Zellen von Gerstenkoleoptilen konnte die Penetration des
Nicht-Wirt Pathogens Blumeria pisi deutlich durch die Inhibition der Aktin- und Tubulin-
Polymerisation erhoht werden (Kobayashi ef al. 1997). Diese Ergebnisse weisen alle darauf
hin, dass das Zytoskelett eine wichtige Funktion bei der Interaktion von Pflanzen mit
pilzlichen Pathogenen besitzt und seine dynamische Umstrukturierung eine Voraussetzung fiir
die Resistenzauspriagung darstellt. Es gibt jedoch Hinweise fiir eine diametrale Funktion des
Zytoskeletts bei der Pathogenabwehr. So konnte ein weiteres Aktingen aus Gerste isoliert
werden, dessen Expression nach Inokulation mit Bgh 8 hpi und 36 hpi deutlich reprimiert
wurde (Hiickelhoven et al. 2001b). AuBlerdem wurde ein kleines GTP-bindendes Protein,
RACB, in Gerste gefunden, das einen negativen FEinfluss auf die Penetrationsresistenz
gegeniiber Bgh vermittelt, indem es mdglicherweise an einer Umstrukturierung des

Zytosketetts beteiligt ist, die der Papillenbildung entgegen wirkt (Schultheiss et al. 2002).
4.4.6 ERD1-Homolog

Das im RGA-Kandidatengenansatz isolierte ~Genfragment Poly 22 zeigte auf
Aminosédureebene eine 66 %ige Identitdt mit dem ERD1 aus Arabidopsis. Bei ERD1 handelt
es sich um ein 946 aa umfassendes Protein, dessen Expression bei Trockenstress (ERD: early
responsive to dehydration), nicht aber bei Hitze-, Kélte- und Schwermetallbehandlung
anstieg. AuBlerdem konnte die Genaktivitit des ERDI durch zahlreiche Phytohormone

beeinflusst werden (Kiyosue et al. 1993). Inzwischen ist bekannt, dass die Expression des
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ERDI auch bei Ozonbehandlung, Salzstress und Seneszenz induziert wird (Nakashima et al.
1997; Miller et al. 1999). ERDI ist ein ClpC-dhnliches Protein, d.h. ein Homolog der
regulatorischen Untereinheit einer chloroplastiddren Protease (Weaver et al. 1999). Es ist
nicht bekannt, ob ERD1, das heute zur Klasse der ClpD-Proteine gezihlt wird, ebenfalls eine
Untereinheit einer Protease darstellt oder selbstindig im Stroma vorliegt und z.B. als Protease
oder Chaperon fungiert (Adam 2000). Fiir chloroplastiddre Proteasen ist eine Funktion bei der
Regulation der Genexpression denkbar, indem sie, wie ihre bakteriellen Homologe,
regulatorische Proteine degradieren (Adam 2000). Das ERDI1-Homolog Poly 22 weist in
seiner Aminosduresequenz eine ATP-Bindestelle, die auf eine Regulation durch ATP-
Bindung hindeutet, und eine Chaperonin clpA/B-Signatur auf. Diese Motive sind bei
zahlreichen Proteinen mit Homologie zu bakteriellen ClpA oder ClpB aus unterschiedlichen
Spezies zu finden (Gottesman et al. 1990). All diesen Proteinen ist gemeinsam, dass sie ATP
binden und die Zellen in extremen Stresssituationen schiitzen, indem sie die Akkumulation
denaturierter Proteine kontrollieren. POLY 22 koénnte demnach als Untereinheit einer in
Chloroplasten lokalisierten Protease oder eigenstindige Protease am Abbau abnormer
Proteine beteiligt sein, oder alternativ als Chaperon die Faltung deformierter Proteine
korrigieren. In beiden Fiéllen kdme diesem Protein durch die Beseitigung oder Korrektur
geschidigter Proteine, wie sie z.B. bei oxidativem Stress entstehen konnen, eine Schutz-

funktion fiir die Zelle zu.
4.4.7 Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL)

Die Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL) ist eines der Schliisselenzyme des pflanzlichen
Sekundidrmetabolismus und stellt den Verkniipfungspunkt zwischen diesem und dem
Primérstoffwechsel dar (Bate et al. 1994; Dixon und Paiva 1995). Sie katalysiert den ersten
Schritt des Phenylpropanoid-Stoffwechselweges, indem sie die aromatischen Aminosduren
Phenylalanin und Tyrosin zu trans-Zimtsdure bzw. Cumarsdure umsetzt (Rasmussen und
Dixon 1999; Buchanan et al. 2000). Dies ist der Start des komplexen Phenylpropanoid-
Stoffwechselweges, dessen Produkte sehr vielfdltig sind und u.a. Flavonoide, Phytoalexine,
UV-Protektoren, Lignin, Suberin und Salicylsdure umfassen (Kervinen et al. 1997). Wihrend
in einigen Pflanzenspezies nur ein PAL-Gen vorhanden ist, existieren in anderen mehrere
Formen dieses Enzyms. So sind in Gerste bislang sieben verschiedene PALs gefunden
worden (Kervinen et al. 1997; Kervinen et al. 1998). Die in der vorliegenden Arbeit isolierte

PAL konnte durch Homologievergleiche als PAL7 identifiziert werden. Aus zahlreichen
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Untersuchungen ist bekannt, dass die Expression der PAL-Gene durch verschiedene
abiotische Stressfaktoren induziert wird. So konnte ein Anstieg der Genaktivitit nach
Behandlung mit Ozon in Soja (Booker und Miller 1998), chemischer Induktion mittels BTH
in Weizen (Stadnik und Buchenauer 2000), Bestrahlung mit UV-Licht und Verwundung in
Petersiliezellen (Logemann ef al. 2000) und Kéltebehandlung in Arabidopsis (Leyva et al.
1995) nachgewiesen werden. Die Induktion der PAL nach Pathogenattacke war ebenfalls
Gegenstand vieler Untersuchungen und wurde auch im Pathosystem Gerste/Echter
Gerstenmehltaupilz intensiv untersucht. Eine Akkumulation des PAL-Transkripts war bereits
0,5 Stunden nach Inokulation mit Echtem Gerstenmehltaupilz und eine Zunahme ihrer
Aktivitdt ab 2 hpi in Gerstenbléttern detektierbar. Ein zweiter transienter Anstieg der PAL-
Transkriptakkumulation und -Aktivitit war 12-15 hpi zu finden (Shiraishi et al. 1989;
Shiraishi et al. 1995). Damit entsprach die Induktion der PAL genau dem Auftreten des
primiren und appressorialen Keimschlauchs und zeigte einen Expressionsverlauf, wie er
bereits fiir viele andere Gene, wie z.B. Chitinase, -1-3-Glukanase oder PR4 in Gerste nach
Bgh-Inokulation gefunden werden konnte (Gregersen et al. 1997). Die Aktivitdt der PAL
unterschied sich in den ersten 24 Stunden der Interaktion mit Bgh nicht zwischen resistenten
(mlo; Mla2) und suszeptiblen (Mlo; mla) Gerstenkultivaren. Daraus lie sich ableiten, dass die
PAL nicht als ausreichend Resistenz-bedingendes Element der Pathogenabwehr angesehen
werden kann, sondern vielmehr die im Phenylpropanoid-Stoffwechselweg gebildeten
Produkte fiir die Resistenzauspragung mafigeblich sind (Clark et al. 1994; Shiraishi et al.
1995). Diese Aussage wurde durch Ergebnisse von Carver und Mitarbeitern bzw. Stadnik und
Buchenauer untermauert, die zeigen konnten, dass die Inhibition der Synthese phenolischer
Substanzen in Phenylpropanoid-Stoffwechselweg einen negativen Einfluss auf die Altersre-
sistenz in Hafer und die chemisch induzierte Resistenz in Weizen hatte (Carver et al. 1996,

Stadnik und Buchenauer 2000).

4.4.8 Cu**-bindendes Protein

Das im RGA-Kandidatengenansatz isolierte 505 bp lange cDNA-Fragment eines Kupfer-
bindenden Proteins, Poly 85, zeigte eine 72 %ige Identitit auf Aminosdureebene mit einem
blue copper-binding protein (BCB) aus Weizen. Uber iPCR konnte der ORF dieses Gens, der
fiir ein 189 Aminosduren langes Protein kodierte, komplettiert werden. Die computergestiitzte
Motivsuche innerhalb des POLY 85 ergab, dass das Protein eine zentrale 81 Aminosduren

umfassende Kupferbindedomine aufweist. Ausserdem handelt es sich beim POLY 85 um ein
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TypIl-Membranprotein, dessen Kupferbindedoméne extracytoplasmatisch liegt (Emanuelsson
et al. 2000). Ein Homolog des POLY 85 aus Arabidopsis zeigte verstirkte Expression bei
Seneszenz (Himelblau und Amasino 2000), nach Aluminiumgabe (Richards et al. 1998),
Ozonbehandlung und Dunkelheit (van Gysel et al. 1993), bei Dehydratation, Salzstress und
Kiéltebehandlung (Yang et al. 2002), also nach verschiedenen Behandlungen, die zu
oxidativem Stress in der Pflanze fithren konnen. Dieses BCB aus Arabidopsis kann daher als
generelles Stressprotein betrachtet werden, dessen Expression mit dem Auftreten von
oxidativem Stress korrelierte. Eine Funktion bei der Bekdmpfung von oxidativem Stress kann
auch fir POLY 85 postuliert werden. Kupferionen fungieren nicht nur als Cofaktoren
zahlreicher Enzyme, sondern sind auch exzellente Katalysatoren fiir Redoxreaktionen, da sie
in drei verschiedenen Oxidationsstufen stabil sind (Malmstrom und Leckner 1998; Himelblau
und Amasino 2000). Sie kommen hauptsdchlich im Apoplasten vor, in dem sich u.a. auch
molekularer Sauerstoff, Ascorbat und Wasserstoffperoxid befinden (Fry 1998). In diesem
Milieu konnen die von Eisen- oder Kupferionen katalysierte Fenton- und Haber-Weil3-
Reaktion (s. Abb. 4.1) ablaufen (Schopfer et al. 2002; Schiitzendiibel und Polle 2002). Eines
der Endprodukte beider Reaktionen ist das Hydroxylradikal (-OH), dass als duBerst reaktiv
und zytotoxisch gilt.

[1] Cu*™ + 0y = Cut + 0,
Cu' + H' + H0, = Cu”* + ‘OH + H,0

Cu*"/Cu”
[2] H202 + 02'- <= ‘OH + OH + 02

Abb. 4.1: Chemie der Fenton-Reaktion [1] und der Haber-Weifl-Reaktion [2].

In der Fenton-Reaktion werden in einem ersten Schritt Kupfer(Il)-Ionen durch Superoxidanionradikale (O,")
unter Bildung von elementarem Sauerstoff zu Kupfer(I)-Ionen reduziert. Diese einwertigen Kupferionen kdnnen
anschliefend mit Wasserstoffperoxid und einem Protonendonor unter der Bildung von Wasser und
Hydroxylradikalen zu Kupfer(Il)-Ionen riickoxidieren. In der Haber-Weil-Reaktion werden aus
Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen unter Katalyse von Kupferionen Hydroxylradikale, Hydroxylionen

und elementarer Sauerstoff gebildet.

Die Bindung von Cu*-Ionen durch POLY 85 im Apoplasten konnte dazu fiihren, dass die
Kupferionen-katalysierte Bildung von Hydroxylradikalen ausbleibt und damit der oxidative
Stress fiir die Zellen verringert wird. Auflerdem wird postuliert, dass Hydroxylradikale durch
die Degradation von Polysacchariden in der Zellwand deren Lockerung bedingen. Dieser

Effekt wére besonders beim Penetrationsversuch eines Pathogens fiir die Pflanze duferst
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negativ, so dass die Vermeidung der Hydroxylradikal-Bildung auch ein Mittel wére, die
Integritdt der Zellwand aufrecht zu erhalten, und so das Eindringen eines Pathogens zu
verhindern (Fry 1998; Schopfer et al. 2002). Die Inhibition der Fenton-Reaktion durch die
Bindung von Kupferionen an BCB hat aulerdem zur Folge, dass Superoxidanionen nicht zu
elementarem Sauerstoff oxidiert werden und auf andere Weise, z.B. durch Superoxid-
dismutasen zu Wasserstoffperoxid, umgesetzt werden kénnen. Dieses kann im Apoplasten
direkt zur oxidativen Vernetzung von Zellwandbestandteilen verwendet werden (Brisson ef al.
1994; Bolwell et al. 2002) oder zur Auslosung der HR fiihren (Greenberg 1997).

Damit kime POLY 85 durch die Bindung von Kupferionen eine wichtige Funktion in der
Resistenzauspragung in Gerste nach Bgh-Inokulation zu. Dies konnte erkldren, warum die
transiente Inhibierung der POLY 85-Synthese iiber RNAi einen schwachen Effekt auf die
Penetrationsrate des Gerstenmehltaupilzes hatte (vgl. 4.8). POLY 85 ist demnach
wahrscheinlich aktiv am Schutz der Zelle vor oxidativen Schidden beteiligt, und seine
Expression scheint mit dem Vorhandensein Reaktiver Sauerstoffintermediate (ROI) zu
korrelieren. Poly 85 zeigte ndmlich eine stirkere Expression nach Bgh-Inokulation in
Gerstelinien, die mit einer Hypersensitiven Reaktion und verstirkter ROI-Bildung auf die
Pathogenattacke reagierten, z.B. Sultan-5 und PDe, als in suszeptiblen Linien (vgl. Abb. 3.13,
3.15 und 3.18) (Hiickelhoven und Kogel 1998; Hiickelhoven et al. 1999).

4.5 Charakterisierung des P1074

Beim P1074 handelt es sich um ein 633 bp langes Genfragment, das keinerlei signifikante
Homologien zu bereits bekannten Proteinen der Gendatenbank aufwies. Da in ersten Northern
Analysen eine differentielle Expression des P/074 zwischen der suszeptiblen Linie Ingrid und
der Mlg-tragenden Linie IWe nach Inokulation mit Bgh zu finden war (s. Abb. 3.4), wurde
dieses Gen durch weitere Northern Analysen und RT-PCR ndher untersucht. Dabei stellte
sich heraus, dass PI074 ausschliefllich im Mesophyll exprimiert und durch Wasserstoff-
peroxid schwach induziert wurde (s. Abb. 3.8 und 3.9). Wasserstoffperoxid ist nicht nur zur
Lignifizierung notwendig und an der Vernetzung von Zellwandproteinen beteiligt, sondern
kann auch die Expression bestimmter Gene induzieren und das Auftreten von HR forcieren
(Tenhaken et al. 1995; Lamb 1997; Wu et al. 1997).

Diese H,O,-Resposivitidt kann eine Erkldrung fiir die differentielle Expression des Pl074
zwischen den untersuchten Linienpaaren sein. Hiickelhoven und Mitarbeiter haben in

mikroskopischen Untersuchungen die H,O,-Generation in Epidermis und Mesophyll nach
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Inokulation verschiedener Gerstenlinien mit Bgh oder Bgt eingehend studiert. Dabei konnten
sie feststellen, dass in der Mlg-tragenden Linien PDe nach Inokulation mit Bgh 30 hpi bei
75 % der Interaktionen H,O; in der gesamten Epidermiszelle gebildet wurde, was mit dem
Auftreten von Hypersensitivem Zelltod korrelierte (Hiickelhoven ef al. 1999). Bei Inokulation
der Linien Pallas und Ingrid (mlg) konnte diese Bildung von H,O, nur bei 17 % bzw. 20 %
der Interaktionen gefunden werden (Hiickelhoven et al. 2000b). Dieser Unterschied in der
Wasserstoffperoxid-Bildung zwischen Mlg- und mlg-tragenden Linien konnte die verschieden
starke bzw. lange Expression des P/074 in den nahezu isogenen Linienpaaren erkldren (s.
Abb. 3.6).

Bei der Inokulation der Linie Ingrid mit Bgt konnte eine sehr starke Induktion der P/074-
Expression gefunden werden (s. Abb. 3.10), die ebenfalls mit dem Auftreten von H,O, erklart
werden kann. Im Gegensatz zur Interaktion mit Bgh reagierten hier die Epidermiszellen mit
massiver H,O,-Akkumulation auf die Attacke des Nicht-Wirt-Pathogens, die besonders
unterhalb der Keimschldauche des Bgt nachzuweisen war (Hiickelhoven et al. 2001a). Daher
ist es nachvollziehbar, dass PI074 bei der Interaktion mit Bgt selbst bei geringerer
Inokulationsdichte eine stirkere Expression zeigte als nach Inokulation mit dem Wirt-
Pathogen.

Eine hohere H,O,-Akkumulation kénnte auch die unterschiedlichen Expressionsniveaus des
P1074 zwischen Sultan-5 und M100 bzw. 122 und A89 erkldren. Bei Sultan-5 handelt es sich
um eine Gerstenlinie, die das Resistenz-Gen Mlal2 trigt und deren Resistenz durch die
Auspragung von Hypersensitivem Zelltod nach Inokulation mit BghA6 charakterisiert ist.
M100 ist eine aus Sultan-5 hervorgegangene Mutationslinie, die eine Mutation des Rar/-Gens
tragt und dadurch Mehltaupilz-suszeptibel ist. In der anfdlligen M 100 zeigten zwischen 24 hpi
und 48 hpi nie mehr als 5 % der attackierten Epidermiszellen H>O,-Akkumulation in der
gesamten Zelle, wihrend es bei Sultan-5 iiber 30 % waren. In Sultan-5 konnte 48 hpi
aulerdem bei 40 % der Interaktionen das Vorhandensein von Wasserstoffperoxid in
Mesophyllzellen unterhalb attackierter Epidermiszellen nachgewiesen werden (Hiickelhoven
et al. 2000a). Diese Wasserstoffperoxid-Bildung im Mesophyll konnte der Grund dafiir sein,
dass in Sultan-5 die Expression des P/074 48 hpi deutlich hoher war als in M100.

Bei der Interaktion der mlo5-tragenden Linie 122 und der rorl-2-Mutationslinie A89 mit Bgh
war nur ein geringer Unterschied beziiglich der Bildung von H,O, zwischen diesen beiden
Linien zu sehen. In 122, die eine nahezu vollstindige Papillenresistenz bei Attacke mit
Gerstenmehltaupilz ausprigt, konnte nur in maximal 5 % (24 hpi) der Interaktionen H,O; in

der gesamten attackierten Epidermiszelle nachgewiesen werden. Bei A89, der partiell
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anfilligen Mutationslinie, war dies in ca. 12 % (36 hpi) der Interaktionen der Fall
(Hiickelhoven et al. 2000b). Dieser geringe Unterschied spiegelte sich auch im
Expressionsniveau des PI074 in diesen beiden Linien wider. Lediglich 48 hpi konnte eine
schwach erhohte Expression des PI074 in A89 im Vergleich zu 122 detektiert werden (s. Abb.
3.7).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Expression des P/074 in erster Linie mit der
Akkumulation von Wasserstoffperoxid in attackierten Zellen, der Phase III der
Wasserstoffperoxid-Bildung, und meist mit dem Auftreten von Hypersensitivem Zelltod
korrelierte (Hiickelhoven et al. 1999; Hiickelhoven et al. 2000a; Hiickelhoven et al. 2000D).
Da PL074 keinerlei Homologien zu bekannten Proteinen aufwies, ldsst sich iiber seine
Funktion in der Gerste/Gerstenmehltaupilz-Interaktion nur wenig sagen. PL074 scheint aber
nicht direkt an der Resistenzauspriagung beteiligt zu sein, da seine Expression auch in
anfilligen Linien deutlich durch Inokulation induziert war. Moglicherweise handelt es sich
bei PLO74, dhnlich wie bei POLY 85, ebenfalls um einen Faktor, der die Zellen allgemein vor
oxidativem Stress schiitzt und daher beim Auftreten von ROI, in diesem Fall speziell H,O,,

induziert wird.

4.6 Expression der Gene nach Inokulation mit dem Nicht-Wirt-
Pathogen Bgt

Die Expression der 20 bei den Suppressiven Subtraktionshybridisierungen bzw. dem RGA-
Kandidatengenansatz als Bgh-induziert gefundenen Gene wurde vergleichend nach
Inokulation mit dem Nicht-Wirt-Pathogen Weizenmehltaupilz (Bgf) in der Linie Ingrid
untersucht. Bis auf P//11 (Tyrosinphosphatase), dessen Genaktivitidt durch die Inokulation
mit dem Nicht-Wirt-Pathogen nicht verdndert war (s. Abb. 3.2), wurde die Expression aller
Gene durch Inokulation mit Bgt erhoht. Bei den meisten Genen war die Stirke der Induktion
nach Inokulation mit beiden Pathogenen gleich hoch. Nur PI074 und Poly 22 (ERDI-
Homolog) zeigten eine hohere Expression nach Inokulation mit Bgt als nach Inokulation mit
Bgh (s. Abb. 3.10 und 3.11). Fiir P/074 sind die Griinde fiir diesen Unterschied im
vorangegangenen Kapitel bereits diskutiert worden.

Die Nicht-Wirt-Resistenz von Gerste gegeniiber Bgt ist durch eine Vielzahl von Mechanismen
gekennzeichnet, die auch nach Inokulation mit dem Wirt-Pathogen zu beobachten sind, wie
Zellwandappositionen, Hypersensitive Reaktion, Akkumulation von autofluoreszierendem
Material in der attackierten Zelle und PR-Genexpression (Gregersen et al. 1990; Peterhinsel

et al. 1997; Hiickelhoven et al. 2001a). Zytologisch zeigte sich in verschiedenen Linien,
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darunter auch Ingrid, dass die Resistenz gegen Bgt in erster Linie durch die Bildung effektiver
Papillen (ca. 85 %) charakterisiert war. Als zweiter Mechanismus konnte mit bei ca. 15 % der
Interaktionen die Auspragung einer HR beobachtet werden (Hiickelhoven ef al. 2001a). In
anderen Nicht-Wirt-Systemen, wie der Schwarzer Nachtschatten (Solanum nigrum,
L.)/Phytophthora infestans-Interaktion oder der Salat (Lactuca sativa L.)/Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola-Interaktion, war Hypersensitiver Zelltod als Hauptabwehrmecha-
nismus zu beobachten (Bestwick et al. 1998; Vleeshouwers et al. 2000; Kamoun 2001). Die
Nicht-Wirt-Resistenz gegen Pilze zeichnet sich aber primér durch Papillenbildung oder die
Vernetzung von Zellwandbestandteilen vor Eindringen des Pathogens in die Zelle und
weniger durch HR aus (Heath 2000; Rubiales und Carver 2000). Daher kommt es
erwartungsgemall bei der Gerste-Bgt-Interaktion zur Akkumulation von Wasserstoffperoxid,
das fiir die Vernetzung von Zellwandbestandteilen benétigt wird, dhnlich wie in der mlo-
vermittelten rassenunspezifischen Resistenz der Gerste gegen Bgh (Hiickelhoven et al. 1999;
Hiickelhoven et al. 2000b). Es bestehen somit zytologisch viele Parallelen zwischen der
Resistenzgen-vermittelten und der Nicht-Wirt-Resistenz in Gerste. Aulerdem wird postuliert,
dass die Nicht-Wirt-Resistenz einer Pflanzenspezies gegeniiber einem nahen Verwandten
eines Wirt-Pathogens, wie es bei der Resistenz der Gerste gegeniiber Bgr der Fall ist,
Resistenzgen-vermittelt ist (Tosa 1992; Heath 2001). Daher ist anzunehmen, dass auch auf
molekularer Ebene bei der Nicht-Wirt-Resistenz der Gerste gegeniiber Bgt zum Teil gleiche
Prozesse wie bei der Wirt-Resistenz bzw. der allgemeinen Pathogenabwehr ablaufen. Einen
ersten Hinweis auf die Verkniipfung zwischen der Nicht-Wirt- und der Wirt-Resistenz gaben
Arbeiten von Peart und Mitarbeitern, die durch den transienten knock-out von sgtl in Tabak
sowohl die Resistenz gegeniiber dem Pathogen Phytophthora infestans als auch einigen
Nicht-Pathogenen, wie Pseudomonas syringae pv. maculicola, negativ beeinflussen konnten
(Peart et al. 2002). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen auf eine enge
Verkniipfung zwischen der Nicht-Wirt- und der Wirt-Resistenz in Gerste hin, da die
Expression fast aller untersuchten Gene durch die Inokulation mit beiden Pathogenen
gleichermafen erh6ht war. Die konstitutive Expression des Tyrosinphosphatasegens (P11,
s. Abb. 3.2) bei Inokulation der Linie Ingrid mit Bgt konnte darauf hinweisen, dass es sich bei
dieser Phosphatase um einen Suszeptibilititsfaktor handelt, der nur von der passenden f.sp.
des Mehltaupilzes induziert wird.

Uber die Griinde der erhdhten Expression des ERD1-Homologs (POLY 22) nach Inokulation
mit Bgt im Vergleich zur Expression nach Inokulation mit Bgh, kann an dieser Stelle nur

spekuliert werden. Wie bereits beschrieben (s. 4.4.6) handelt es sich beim POLY 22 um die
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regulatorische Untereinheit einer chloroplastiddren Protease, eine eigenstidndige Protease oder
um ein im Stroma befindliches Chaperon. Damit kénnte POLY 22 an der Beseitigung
abnormer Proteine oder auch am Abbau regulatorischer Proteine, die einen Einfluss auf
Genexpressionsvorgiange ausiiben, beteiligt sein. Die massive Bildung von H,O, und anderer
radikaler Sauerstoffintermediate bei Attacke des Nicht-Wirt-Pathogens (Hiickelhoven et al.
2001a) konnte zu der bereits erwihnten (s. 4.4.4) Bildung von Superoxidanionradikalen und
anderer ROI im Chloroplasten und damit zur vermehrten Schidigung von Proteinen fiihren.
Die Degradation dieser abnormen Proteine durch Proteasen wire notwendig, um die Integritét
der Zelle und damit ihr Uberleben nicht zu gefidhrden. Dies konnte die verstirkte Expression

des Poly 22 nach Bgt-Attacke in Gerste erkléren.

4.7 Expression der Gene nach chemischer Induktion mit BTH

Chemisch induzierte Resistenz (cIR) wurde in Getreide (Weizen, Gerste, Reis und Mais)
gegen Blumeria graminis (Dehne et al. 1984; Kogel et al. 1994; Gorlach et al. 1996),
Magnaporthe grisea (Schweizer et al. 1997) und Peronosclerospora sorghi beschrieben
(Morris et al. 1998). Dabei wurden verschiedene chemische Substanzen verwendet, von
denen sich BTH (Benzothiadiazol) und DCINA (Dichlorisonikotinsdure), die als SA-Analoga
angesehen werden, als die effektivsten Induktoren erwiesen haben. Zytologische Analysen der
cIR in Gerste nach Inokulation mit Bgh ergaben, dass eine erhohte Resistenz der Pflanzen
durch die vermehrte Bildung effektiver Papillen, gefolgt von Hypersensitivem Zelltod (HR)
der attackierten Zelle, erkliart werden konnte. Da bei der Mig-vermittelten Resistenz der
Gerste gegen Bgh die gleichen zytologischen Abwehrmechanismen beobachtet werden
konnten, wird die cIR als Phanokopie der Mig-vermittelten Resistenz bezeichnet (Kogel et al.
1994). Auch bei histochemischen Analysen =zeigten sich beim Auftreten lokaler
Wasserstoffperoxid- und Superoxidanionradikal-Akkumulationen Parallelen zwischen diesen
beiden Resistenzformen (Hiickelhoven et al. 1999; Kogel und Hiickelhoven 1999). Daher war
ein Ziel dieser Arbeit festzustellen, ob Ubereinstimmungen zwischen cIR und der Mig-
vermittelten Resistenz auch auf molekularer Ebene zu finden sind.

In einer fritheren Arbeit wurde die Expression von neun in Gerste als chemisch induziert
gefundenen Gene (BCI1-9), nach Inokulation mit Bgh untersucht (BeBer, 2001). Keines der
BCI-Gene war pathogenresponsiv, was gegen einen gemeinsamen Signalweg in der cIR und
der Mig-vermittelten Resistenz oder allgemeiner Abwehr sprach (BeBer et al. 2000; Beler

2001). Auch in Weizen und Reis konnte eine weitgehende Trennung zwischen bIR und cIR
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bzw. cIR und allgemeiner Pathogenabwehr auf Transkriptionsebene gefunden werden
(Gorlach et al. 1996, Schaffrath et al. 1997; Schweizer et al. 1999b; Schaffrath et al. 2000).
Dennoch ist es gelungen, einige Gene zu isolieren, deren Expression sowohl durch chemische
Resistenzinduktoren als auch durch Inokulation mit Pathogenen erhdht wurde. So fand man in
Arabidopsis NPR1 als elementare Komponente verschiedener Abwehrwege nach Behandlung
mit INA, SA und Peronospora parasitica induziert (Ryals et al. 1997; Cao et al. 1998). Bei
anderen Genen aus Tabak oder Weizen, die sowohl biologisch als auch chemisch induzierbar
waren, handelte es sich meist um PR-Gene, also um Faktoren der unspezifischen
Pathogenabwehr (Ward et al. 1991; Kessmann et al. 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Responsivitit der 20 durch Bgh induzierten Gene
gegeniiber BTH untersucht. Dazu wurde BTH als Formulierung von 50 % aktiver Substanz
mit WP in Wasser in einer Konzentration von 125 ppm auf 6 Tage alte Keimlinge der Linie
Ingrid gespriiht. Die Induktion der 20 Gene wurde bei 12 und 24 hpt iiberpriift, wobei drei
Kandidaten, P//21 (WIR1B-Homolog), Poly 4-1 (Rezeptorkinase) und Poly 22 (ERDI-
Homolog), eine verstirkte Expression 24 hpt nach Induktion mit BTH zeigten (s. Abb. 3.5
und 3.14). Interessanterweise war ein zweites WIRI-Homolog, PI010 (WIRIa-Homolog), und
die WIR-Gene aus Weizen nicht nach chemischer Induktion verstirkt exprimiert (Schaffrath et
al., 1997). Wie bereits erwéhnt (s. 4.4.1) handelt es sich bei WIR1 und vermutlich auch bei
seinem Gerstenhomologen wahrscheinlich um einen membranstdndiges Protein, das im Falle
eines Penetrationsversuchs durch ein Pathogen die Adhdsion zwischen Plasmamembran und
Zellwand erhoht. Die Induktion des WIRIb-Homologs durch BTH konnte demnach dazu
beitragen, dass die Zellen im Falle einer Pathogenattacke eine Penetrationsbarriere schneller
und effektiver aufbauen kdnnen als vor der chemischen Aktivierung.

Die erhohte Expression des Rezeptorkinasegens (Poly 4-1) durch BTH-Applikation fiihrt
wahrscheinlich in erster Linie dazu, dass die Zahl der POLY 4-1-Proteine in der
Plasmamembran zunimmt und dadurch die Bindung eines Liganden, wie etwa eines Elicitors,
schneller bzw. verstérkt ablaufen kann. Dadurch konnte es im Folgenden zur Beschleunigung
und Verstirkung von intrazelluldiren Signaltransduktionsprozessen und der Induktion
bestimmter Abwehrgene kommen.

Uber den Grund fiir die verstirkte Expression des ERDI1-Homologs, POLY 22, nach
chemischer Induktion kann auf Grund der fehlenden Funktionsdaten nur spekuliert werden.
Moglicherweise fiihrt die BTH-Behandlung in Gerste zur Induktion dieses allgemein Stress-

responsiven Gens, um den Schutz der Pflanze vor oxidativen Stress zu verstirken.
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4.8 Funktionsanalyse ausgewihlter Gene mittels Transienter
Transformation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion von drei der als Pathogen-induzierten Gene,
Poly 4-1 (Rezeptorkinase), Poly 103 (NBS-LRR) und Poly 85 (Kupfer-Bindeprotein), in der
Interaktion von Gerste mit Echtem Gerstenmehltaupilz untersucht. Dabei wurde das transiente
Transformationssystem von Schweizer et al. (1999) verwendet, das auf Grundlage erster
transienter Expressionssysteme in Gerste (Nelson und Bushnell 1997; Nielsen et al. 1999;
Shirasu et al. 1999b) entwickelt wurde (Schweizer et al. 1999a). Bei dieser Methode werden
Gold- oder Wolfram-Partikel mit einem Plasmid, das ein Reportergen, z.B. das des GFP
(green fluorescent protein) oder der GUS (B-Glucuronidase) enthilt, und einem Plasmid mit
dem ORF des Testgens bzw. doppelstringiger RNA (dsRNA) des Testgens beschichtet.
Danach erfolgt das EinschieBen der Partikel mittels einer particle inflow gun (PIG) in die
Epidermiszellen der Testpflanzen (Schweizer et al. 1999a; Schweizer et al. 2000). Der Effekt
des Testgens kann dann z.B. bei einer Pathogenattacke entweder durch dessen Uberexpression
oder durch transienten knock-out auf Grund der dsRNA analysiert werden. Dabei konnen die
transformierten Zellen leicht iiber die Expression des Reportergens identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, da zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der funktionellen
Analysen keine full-length Klone der zu untersuchenden Gene vorlagen, knock-out
Experimente mit dSRNA der entsprechenden Gene durchgefiihrt. dsSRNA fiihrt in tierischen,
pilzlichen und pflanzlichen Zellen zu einem sequenzspezifischen PTGS (post transcriptional
gene silencing) durch RNA Interferenz (RNAi), wobei es durch gezielte Degradation der
mRNA, nicht zur Translation des zur dsSRNA korrespondierenden Gens kommt (Fire et al.
1998; Chuang und Meyerowitz 2000). Dieser Mechanismus, der bereits bei der RmVR (RNA
mediated Virus Resistance) und dem Ausschalten von Transposons in Pflanzen und Tieren
beschrieben wurde, ist bis heute noch nicht in allen Einzelheiten aufgekldrt (Matzke und
Matzke 1998; Ketting et al. 1999; Balmori-Melian et al. 2002). Es wird postuliert, dass das
Auftreten anormaler RNA (abRNA), die entweder von einem Virus stammt oder von der
Pflanze selbst gebildet wird, zur Aktivierung einer RARP (RNA dependent RNA Polymerase)
fiihrt (Matzke und Matzke 1998; Wassenegger und Pelissier 1998). Dieses Enzym
synthetisiert den zur abRNA korrespondierenden anti-sense Strang, der dann mit der abRNA
zum Doppelstrang hybridisiert. Diese dsRNA lagert sich mit Hilfe eines hypothetischen
RNAi-Cofaktors an die korrespondierenden mRNAs des Virus oder der Pflanze an, die
darauthin von RNasen degradiert werden (Montgomery et al. 1998; Ding 2000). Bei PGTS
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handelt es sich also um einen natiirlichen Prozess, der moglicherweise auch zur Kontrolle der
Translation pflanzeneigener Gene zum Einsatz kommt (Matzke und Matzke 1998). Durch die
hohe Sequenzspezifitdt der RNA Interferenz ist es moglich, die Translation eines Mitglieds
einer Genfamilie gezielt zu inhibieren, und so die Funktion eines einzelnen Gens zu
untersuchen (Chuang und Meyerowitz 2000; Schweizer et al. 2000).

Beim Beschuss von Gerstenblittern der Linie Pallas mit dsRNA des Poly 4-1
(Rezeptorkinase) konnte keine signifikante Anderung der Penetrationsrate des Echten
Gerstenmehltaupilzes festgestellt werden. Diese lag bei vier unabhidngigen Experimenten um
durchschnittlich 6,5 % unter der Penetrationsrate in den Kontrollblattern, die mit dsRNA
eines menschlichen Tyroidhormon-Rezeptors und dem Reportergenplasmid pGFP beschossen
worden waren (vgl. 3.7.2).

Auch die transiente Transformation von Blittern der Linie Pallas mit dSRNA des Poly 103
(NBS-LRR) hatte keine Auswirkung auf den Penetrationserfolg des Mehltaupilzes. Die
Penetrationsrate wurde durch den Beschuss mit dSRNA von Poly 103 durchschnittlich um
3 % im Vergleich zur Kontrolle gesenkt (vgl. 3.9.3).

Damit konnte fiir beide Gene keine Funktion in der Gerste/Bgh-Interaktion nachgewiesen
werden. Ein Grund fiir die erfolglose Funktionsanalyse konnte sowohl beim Poly 4-1 als auch
beim Poly 103 der sein, dass durch RNAi nur die Neusynthese der Proteine unterdriickt
wurde. Wie bereits beschrieben, handelt es sich bei RNAi um einen Prozess, der zwischen
Transkription und Translation stattfindet, bereits vorhandene Proteine bleiben unbeeinflusst.
Da nach dem Beschuss der Blétter mit dSRNA der Gene lediglich 4 Stunden bis zur
Inokulation mit Bgh gewartet wurde (s. 2.13.4), ist es denkbar, dass zum Zeitpunkt der
Pathogenattacke noch ausreichend POLY 4-1- und POLY 103-Proteine in der Membran bzw.
dem Cytoplasma vorhanden waren, um die Penetrationseffizienz des Bgh auf dem Niveau der
Kontrolle zu halten. Es ist auch denkbar, dass beiden Genen bei der Abwehr des Bgh keine
entscheidende Rolle zukommt und daher ihr transienter knock-out ohne Folgen blieb. Diese
Alternative erscheint aber gerade in Bezug auf Poly 4-1 unwahrscheinlich, da seine
Expression auch bei chemischer Induktion durch BTH induziert war, was auf eine bedeutende
Funktion dieses Gens bei der Pathogenresistenz hindeutet.

Die dsRNA des Poly 85 (Kupfer-Bindeprotein), dessen Funktion ebenfalls iiber RNA
Interferenz untersucht wurde, zeigte einen schwachen Effekt auf die Penetrationsrate des Bgh,
die in zwei unabhéngigen Versuchen um relativ 22,5 % gesenkt werden konnte.

Wie in 4.4.8 bereits beschrieben, kann die Bindung von Kupferionen im Apoplasten durch

Poly 85 die Fenton-Reaktion, die zur Bildung von Hydroxylradikalen fiihrt, verhindern. Die
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transiente Inhibierung der Poly 85 Bildung wiirde diese Reaktion zulassen, so dass es durch
‘OH zu dem bereits erwidhnten Abbau von Zellwand-Polysacchariden und in Folge dessen zur
erleichterten Penetration der Zellwand durch Bgh bzw. zu oxidativem Stress kommen kann.
Zum anderen konnen die freien Kupferionen selbst toxisch wirken, indem sie beispielsweise
die Sekundirstruktur von Proteinen durch Oxidation zerstoren (Himelblau und Amasino
2000). All dies konnte erkldren, warum der transiente knock-out des Poly 85 den

Penetrationserfolg des Bgh erhdhen konnte.

4.9 AbschlieBende Betrachtungen

Die 20 Gene, die im Rahmen dieser Arbeit als Mehltaupilz-induziert identifiziert werden
konnten, kdnnen ihrer Homologie nach in drei gro3e Gruppen eingeteilt werden (s. Abb. 4.2).
Neben PI016, PI075, Poly 39 und Poly 48, die keine Homologie aufwiesen und deren
Funktion tiber Expressionsanalysen nicht ndher geklart wurde, konnen Gene, die in
Signaltransduktionsprozesse involviert sind, von solchen unterschieden werden, die eine
regulatorische Funktion in verschiedenen Stresssituationen besitzen, oder Genen, die die

allgemeine Abwehr der Pflanze verstarken.

Bgh-Attacke

< W

Signaltransduktion

RGA

Stressantwort
CAB ERD1-Homolog

Cu”"-Bindeprotein
P1074 ?

Phosphatasen
Abwehr

WIRI1-Homologe
PAL  Aktin

WCI5-Homologe

Abb. 4.2: Funktionelle Einteilung der Pathogen-induzierten Gene.

Nach Inokulation mit Bgh werden Gene verschiedener funktioneller Gruppen in Gerste verstirkt exprimiert.
Dazu gehdren Komponenten der Signaltransduktion, Gene mit regulatorischer Funktion bei verschiedenen
Stresssituationen und Gene, die die allgemeine Abwehr verstirken.

CAB: Chlorophyll a/b-Bindeprotein; PAL: Phenylalanin Ammonium-Lyase; RGA: Resistenzgenanaloga.

Zu den Proteinen der Signaltransduktion kénnen solche mit Resistenzgenmotiven, wie LRR

oder Kinasedoméne (PL073, POLY 4-1, POLY 53, POLY 103), und Phosphatasen (PL111,
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PL113) gezdhlt werden. Bei den RGA konnten verschiedene Dominen (LRR, PAN, NB-
ARC) identifiziert werden, die auf eine Interaktion mit anderen Proteinen, z.B. Elicitoren,
schlieBen lassen. Bei POLY 4-1 und POLY 53 wurden Kinasedominen gefunden, die eine
direkte Funktion bei der Signalweiterleitung besitzen konnen. Bei Signaltransduktions-
prozessen spielen auch Phosphatasen eine wichtige Rolle. Im Rahmen dieser Arbeit ist es
erstmals gelungen, eine Tyrosinphosphatase der Gerste zu isolieren, die moglicherweise an
der Deaktivierung von MAP Kinasen beteiligt ist.

Durch Inokulation mit Bgh wurden aber auch Gene mit regulatorischer Funktion verstérkt
exprimiert. CAB (PL006) und wahrscheinlich auch das Cu**-Bindeprotein (POLY 85) sind an
der Regulation von Redoxreaktionen und der Bildung von ROI beteiligt. Die Aktivitdt des
Kupferbindeproteins konnte indirekt die Bildung von -OH verringern und so die Integritét der
Zelle sichern. Eine Schutzfunktion vor oxidativem Stress kann auch fiir PL0O74 (ohne
signifikante Homologien) postuliert werden, dessen Expression stark mit dem Auftreten von
H,0; bei der Gerste-Mehltaupilz-Interaktion korrelierte. Ebenso konnte das ERD1-Homolog
durch seine Proteasefunktion die durch ROI geschéddigte Proteine degradieren und so die
Zellen vor Schéiden schiitzen.

In der Gruppe der Abwehrgene tragen die WIRI-Homologe (P[010, Pl121) und Aktin (Poly 4-
2) vermutlich zur Erhohung der Penetrationsresistenz bei. Dies konnte im Falle der WIR1-
Homologe durch die Verstirkung der Zellwand-Plasmamembran-Adhédsion und bei Aktin
durch die Stirkung des Zytoskeletts geschehen. Die erhdhte Aktivitit der PAL (POLY 23)
verstarkt den Phenylpropanoid-Stoffwechselweg und dadurch die Bildung von Phytoalexinen,
Lignin und antimikrobieller Stoffen. Auch fiir die WCI5-Homologe (PI089, Poly 28), die zur
Gruppe der PR17-Gene gezédhlt werden konnen, kann eine abwehrverstirkende Wirkung

postuliert werden.
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S Zusammenfassung

Zytologische und histochemische Arbeiten haben die Ausprigung gleicher Abwehrmecha-
nismen bei der Mlg-vermittelten Resistenz und der chemisch Induzierten Resistenz (cIR) in
Gerste gegen den Echten Gerstenmehltaupilz (Blumeria graminis f.sp. hordei, Bgh) gezeigt.
Das fiihrte zu der Annahme, dass beide Resistenzformen auf einer gemeinsamen molekularen
Grundlage beruhen. Daher wurde die Methode der Suppressiven Subtraktionshybridisierung
(SSH) angewendet, um Abwehrgene, die evtl. spezifisch in der Mig-vermittelten Resistenz
aktiviert werden, aufzufinden. In einem parallel zu den SSH durchgefiihrten RGA (Resistenz-
genanaloga)-Kandidatengenansatz sollten daneben weitere an der Mlg-Resistenz beteiligten
Gene isoliert werden. Insgesamt konnten 20 Gene identifiziert werden, die - bis auf eine
Ausnahme - bereits 4 hpi (hours post inoculation) in kompatiblen und inkompatiblen Interak-
tionen der Gerste mit Bgh induziert wurden. Keines dieser Gene wies dabei Mlg-Spezifitit
auf. Unter den Bgh-responsiven Genen befanden sich zahlreiche bislang nicht beschriebene,
wie das einer Tyrosinphosphatase oder eines Kupfer-Bindeproteins. Auler dem einer Tyro-
sinphosphatase zeigten alle Gene auch eine Aktivierung durch das Nicht-Wirt-Pathogen
Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt), wobei die Expression von zwei Genen, PI(074 (ohne
Homologien) und dem eines ERD1-Homologs (chloroplastidire Protease), nach Inokulation
mit Bgt sogar stirker war als nach Inokulation mit Bgh.

Bei der Untersuchung der Expressionsmuster nach chemischer Resistenzinduktion durch BTH
(Benzothiadiazol) zeigte sich eine Zunahme der Transkriptmenge von 3 der 20 Gene,
wodurch eine Verkniipfung zwischen quantitativer Resistenz und cIR gezeigt werden konnte.
Dabei handelte es sich um ein WIR1-Homolog, eine Rezeptor-dhnliche Proteinkinase und ein
ERD1-Homolog.

Die Expression von 2 Genen (P/074 und Cu*"-Bindeprotein) war insbesondere in resistenten
Genotypen induziert, die mit der Bildung von Reaktiven Sauerstoffintermediaten (ROI) auf
die Inokulation mit Bgh reagieren. Das deutet eine Funktion der entsprechenden Proteine im
Redoxstoffwechsel an.

Fiir das Cu”*"-Bindeprotein konnte bei Funktionsanalysen mittels transienter RNA Interferenz
(RNAI) eine Funktion in der Gerste/Bgh-Interaktion gezeigt werden, da die Penetrations-
effizienz des Gerstenmehltaupilzes durch das silencing des Gens deutlich gegeniiber der
Kontrolle erhéht war. Damit ist das Kupfer-Bindeprotein ein Kandidat, dessen Uber-

expression moglicherweise die Resistenz der Gerste gegen Bgh verstirken konnte.
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6 Summary

Cytological and histochemical investigations revealed the formation of apparently identical
defense mechanisms in Mlg-mediated resistance and chemically Induced Resistance in barley
against the barley powdery mildew (Blumeria graminis f.sp. hordei, Bgh). This led to the
assumption that both resistance types share common molecular elements. For this reason,
suppression subtractive hybridisation (SSH) was carried out to find defense related genes that
are probably specifically activated in the Mlg-mediated resistance. In a RGA (resistance gene
analogue) candidate gene approach further genes that are involved in the Mig-resistance
should have been isolated. Overall 20 Bgh-induced genes were identified - none showing a
Mig-specificity. Several of the Bgh-responsive genes have not been described yet, for instance
one coding for a tyrosinephosphatase or one for a copper-binding protein. With one exception,
all genes were already induced 4 hpi (hours post inoculation) in compatible and incompatible
interactions between barley and Bgh. Besides a Tyrosinphosphatase, all genes showed an
activation by the nonhost pathogen Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt). Thereby the
expression of two genes, P/074 (no homologies) and one for an ERDI1-homologue
(chloroplastic protease), was even stronger induced after inoculation with Bgt than after
inoculation with Bgh.

The investigation of the expression patterns after chemical induction with BTH
(benzothiadiazole) revealed transcript accumulation of three genes, a WIR1 homologue, a
receptor like protein kinase and the ERD1 homologue.

The expression of two genes (P/074 and Cu®"-binding protein) were specifically induced in
resistant genotypes that respond with the formation of reactive oxygen intermediates (ROI) to
the inoculation with Bgh. This indicates a function of the respective proteins in the redox
system.

Functional analysis by RNA interference showed a role of the Cu**-binding protein in the
interaction of barley and powdery mildew, because the penetration efficiency of the fungus
was clearly increased by silencing of the gene in comparison to the control. So the copper-
binding protein is an candidate which when overexpressed might enhance the resistance of

barley against Bgh.
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* o & & 0 00 ® | Klone, die differentielle Signale gegeben haben
e o e 9 o & o o (vgl. Tab. 3.1). Jeder Klon wurde in zweifacher
e Wiederholung auf die Filter gespottet, allerdings in

spiegelverkehrter Anordnung.

s & @9
. [
e o v . ®.®
* 98 000 0 -
w ® o e & & % 0 9
_#

1: P1000, 2: P1001, 3: P1002, 4: P1003, 5: P1004, 6: P1005, 7: P1006, 8: P1007, 9: P1008, 10: P1009, 11:P1010,
12: P1011, 13:P1012, 14: P113, 15: P1014, 16: P1015, 17: P1016, 18: P1017; 19: P1018, 20: P1019, 21: P1021,
22: P1022, 23: P1024, 24: P1025, 25: P1026, 26: P1027, 27: P1028, 28: P1029, 29: P1030, 30: P1031, 31: P1032, 32:
P1033, 33: P1034, 34: P1035, 35: P1036, 36: P1037
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Abb.8.2: Reversed Northern Dot Blots der 336 Klone des zweiten SSH-Experiments. Legende s. nichste Seite.
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D Abb. 8.2: Reversed Northern Dot Blots der 336
Klone des zweiten SSH-Experiments.
* O Tester- und  Driver-Blots  sind  jeweils
L
® untereinander  dargestellt. Die konstitutiven
- D D Standards (Aktin und GAPDH) sind in den eckig
s - umrandeten Feldern gedottet Umkreist sind die 25
- ! Klone, die differentielle Signale gegeben haben
P (vgl. Tab.3.2). Jeder Klon wurde in zweifacher
° > Wiederholung auf die Filter gespottet, allerdings in
» spiegelverkehrter Anordnung.

1: P1063, 2: P1064, 3: P1065, 4: P1066, 5: P1067, 6: P1068, 7: P1082, 8: P1084, 9: P1085, 10: P1069, 11: P1070,
12: P1088, 13: P1089, 14:P1090, 15:P1091, 16:P1072, 17:P1073, 18*: Pl074 (einziger Klon, dessen
differentielle Expression bestiitigt werden konnte), 19: P1075, 20: P1077, 21: P1078, 22: P1079, 23: P1093,
24: P1080, 25: P1081.
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Abb. 8.3: Reversed Northern Dot Blots der 347 Klone des vierten SSH-Experiments. Legende s. nichste Seite.
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Abb. 8.3: Reversed Northern Dot Blots der 347 Klone des vierten SSH-Experiments.

Tester- und Driver-Blots sind jeweils untereinander dargestellt. Die konstitutiven Standards (Aktin und GAPDH)
sind in den eckig umrandeten Feldern gedottet Umkreist sind die 12 Klone, die differentielle Signale gegeben
haben (vgl. Tab.3.2). Jeder Klon wurde in zweifacher Wiederholung auf die Filter gespottet, allerdings in
spiegelverkehrter Anordnung. 1: P1121
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Tab. 8.1: Sequenzen der iiberpriiften cDNA-Fagmente aus den SSH-Klonen (s.3.2)

Klon

Sequenz

P1006

CCCAaACTcC CcAAgAACAG GGAGCCTGGAG (X ATCCACTC gCGGTGEGeG ATGCTCGGag
CCCTCGGEGTG CGIgTCCCCG AgAt CcTGTC CAAgAACGGEC

GyTTCAAGGC
ACCTGGTGCA

CGECECCC AA
CGCCCAGAGC

TcTTCTCCGA
ATCCTCGCCA

GEECEECCTC
TCTGGCECATG

TCATCGAGEG CTACCGIGIT

CGGGTGGTGC
AGGTCAAGEA
AGGCCATCGT
TGAACAACAA
CAGCCATCCG
& GTAGCTGC
CCTCTCCCTA
ATGGAAGGAT

CTTCGACCCA
GCTCAAGAAC
CACCGGAAAG
CGCGTGEECCe
TCTGICCATC

GGIGECGGAC CCCTCGGTGA
CTTGGCCTCG CCGACGACCC
GGCCGCCTCG CCATGTTCTC
GGACCGGTTG AGAACCTCTT

TTCGCCACCA
GGACGAGATA

ACGTACTTTG
GCTGTGCGCA
TG GTGITCAA

TGTGITTATT
ATGTAAATTA
CAAAAAAAAA

ACTTCGCCCC
TGCATGIGTA
TGTaTCATCA
ATTGAGCACA
AAAAAAAaa A

ATAAGTTCGG CGAGGCTgTT
GACTACCTGG GcAACCCCCA
CCAGGTGGTG CTCATGGGCT
GGGCCTCGAC ATCATCTACC
TGACACAGCC GOCGAGCTCA
CATGTTCGGC TTCTTCGTGC
CGACCACATC GCCGACCCAG
CGGAAGTTAA ATGTgTTTaG
CTTGTACGTC Gt GGATCAAC
TCATCGaGCG AGCGAGATGC
AGGTGTGCAC GAGCGAATGG
AAAAAAA (767 bp)

P1015

GGGATTATCC
TTTTACCAAA
TGICTTTTGT
TTACCTGAAT
AGAATTAGGG
TACTTTGGCT
TGCAGTTATT
GCGTATGTCT
ACGCGAAATG
TGCTCyCGGT
t TCAGGt GGT
TCTGTATTAC
(719 bp)

GCAAAAQATT
GATGATGAAA
GCCGAAGCTA
GCGACTGCGG
GITCCTATTG
CACTATTGCC
GATAGACAGA
GGGEEGAGATC
ACTTTAGGIT
ATCTTTTTCA
ATTCATGITT
AATTTGEKGG

ATGGTAGAGC GIGITATGAG TGICTACGTG GITGGACTTGA

ACGTAAACTC ACAACCATTT

TTTATAAATC
GTACATGTGA
TAATGCATGA

ACAGGCCGAA
AGAAATGATT
CTACTTAACC

ATGOGCTGGA
ACCGGTGAAA
AAGAGAGCTG
GGGGGATTCA

GAGACCGTTT
TCAAGGGGECA
TATTTGCGAG
CCGCAAATAC

GCGACAATGG CTTACTTCTT
AAAATCATGCG TATGCATTTC
ATATCCACTC CGGTACAGTA
TTGITGATTT ATTGCGCGAT
CTCAGGACTG GGTATCCATG
GGCATATGCC AGCYTYTgAC
AGGaACTTTA GGACAt CCTT

CACATTCACC GIGCAATGCA
CGITGTATTAG CTAAAGCATT

GTAGGTAAGT
GATTTTATTG
CCAGGTGTTA
CGAAATYTTT
gGGGEGAATG

TAGAAGGGGA
AAAAAGATCG
TACCSGTAGC
GGGGGACGAT
CACCTggGT

P1016

AGGACGCGGG
GCTGATCGCA
CTGGAGGCCA
CGCAGYCCTC
COGCCCGTt A
CAAATTCTGT

GICTCGECCCG
GCCGGAGAAC
CTTCATCGEC
CCTGAGCCTG
AACCACGAGC
CCATGCCTCG

GAGAGGATAG GCACGGGACA
CGCCCATCCG CCATGAGCGA

CGTYCGCGCAA
CTCCGEECTGT
AGAACACGAC

ACACCGACGA
GAACAATCTT
GCCECCCCCG

GGGCCGAGAG AGGAAGCACA
CGGACAGGEC AATGCTCCTC
GCCCAAGGAG AAAGAACCGC

TGGTGAGCCG TGCCCGTgAC
ATTCTGTATT GGAACCGTGC
cCTCCTCTAG CATTTGATTC

CCEECEGTGG AGCTACCAGC
CCCGEGAGE
GAGTHTCTTC ATCTTTGGAA
CGACGTATTC ACTCGIGTaA

GCGAAATTGC

CATCCGTCCT

TGTGAAATG (569 bp)

CCTGGTGATT
CCTAAACCGA
TAGACCGACA

GCTCTCCTCT
TGCCGAMAAT

ACTTCGTCGG
GCTTCTTGEC
AGCCCAGCCG

TTTGAGGECGG AATCGGGTCC ATAAGICTCA

GITTTTCTTT
cGTAAACTCG

P1017

AGGGACTAGT
GACTCCCAAG
GGAGTGCTGC
GACGGOGTGC
GGTCTCOGAC
CGACTGCAAC
GCGCTTGTGT
ATAAAAAANA
GCGCATATAT
TCCTTGCTGT
TTAATGAATA
(653 bp)

CCTGCAGGTT
Ccrcaceeear
TCCGECGTGC
AGGTGCCTCA
GIGCCCGGCA
AAGGTCCACT
GCRGCTTAAT
AAATAAAAGA
ATTTACGCGG
ACTTTAGCCG
GKAATTATTT

TAAACGAATT
GCGTGCECGTA
AGGGECTGAA
AGAGCCTCGEC
AGT GCGECGT

CGCCCTTTCG AGCGGCCGCC CGGEGECAGGTG
CGICACGGEGEG AGGCCTTCTG CGATCAGCAA

CGECCTGECC
TACCAGCATC
CAGCGTIGCCC

CGCAGCAGCC
AAGGCCATCA
TTCCCCATCA

CGGACCGGECA
ANVATGGGVAA
GCATGICCAC

AGCAGGGATC AGATACTCCT
ATCTACGITG ATGGAGIGCT

TCCTACGIGC ATGCATGGAC
CATACGTACG ATATTGAGCA

GTATGCCTAT
CATGCATGCA
ATGTGTATGT
TCTGAAAAAA

GICTGTACCT
CGCGTCCGTA
GIGATGIGTIC
AAAAAAAAAA

TGCACACACA

CTGIGTGIGr

TGAGTGACTG AACAGICATC
TGACCTACCT GITCAGGCAA
AAAAAAAAAA  AAA
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Klon

Sequenz

P1026

AaAAAaAAAC
CGGCCGOCCG
RGcaTGGGGC
ATCACACt gG
TTTTaCYaTG
CcAaTGTTGT
A(361 bp)

MAVAAL AAAA GGAATaATCC AGCCAGTIttY AAaGaAaTCG CCCaTTCGaa
GCCcAGTHAG CGEECCcaGecW TGEEECGGIca TTMACWGAWSG GCAaCTAaGC
aTCGcMECaC TCCaTGIGEC AGCMICGIGG CAaCGTCMAA TTGGECGEEGE
CcACM gTTG CTGCCAMICA AMCTTGCCCT AaTt ACTAaY AW WGCYAWG
CAaTGCTGTG AMaAaGITAa GITAaTGIYA aaaGIGIGEC aTAAGGCTGC
GCTAATAATA aTCAATCGCG TGGTTGCYaC NAAAAAAAAA AAAAAAAAAA

P1034

CTTCGCCATG
CCGAGCGGTC
AACGCACGEC
TGTGGTGGAG
TGGECTGCGTC
GCCATGGATC
CCAGTACAAC
TCACGCCGAC
GACCGGTGAG
TGCGATATGT
AAATCGCACCT
TTGCAAAAAA

CTCGTCCCCT ACGCCTCYTT CCTCGICCCG GCCGACTCCG GGAGCAACGC
GCCGCCAAGG ACAAGCTCGG CAACGACATC CTCGICGAGG ATTGGCTCAA
CCCAACGACC GCACGCTCGEC CCAGCEECTC AGGGGTGATC CTACCTACCT
TCCGACAARA CCCTCGCCAC CTACGGGATC AACGCCGICT GCACGCATCT
GIGCCTTGRA ACGCCGCCGA GAACAAGITC CTCTGCCCTT

AACCAGGGCA
GICGACGACG
AACCCGTGGT
TAAGCCTCCT
GITTCTTGTA
AAAAAAAAAA

AGGTTGICCG TGGACCTGCA
GCAAGGTCGT CTTCGIGCCA
GGAAATAAGC GACACAAGCT
ACCAGTCCTA AGAACCCTGC
TCCAGITATA TGTATACAGT

CCTCTGTCAC TGGCCCTCGT

AAAAAA (626 bp)

TGGGTGGAGA
CCGGECAGCAA
TATAAGAGTA
CTATGAAAGA

CCGACTTCAG
AGCTCACTCG
CTCCTCGCTAT
AGAGAAACCT

P1063

GGTTCCCACG
CGCACAAGCA
AACCATCCTA
ATGGCAGCCT
CGCCEEEECT
CCCCTCGGAC
AAGARGGEGT G
ATCTACACCC
TTCTTATCTG
ATACCAGCGC
CTGTAATCTA
GAACAGATGG

TTCKTTTYTT
CTCATCWAT
CGAAACGCGG
CCATGATCAC
CCTCCTTCGC
CCEEEEECEG
TCTACCAGIT
CAGAGGAATG
GGCCGTCACC
TCTCGECCGEEC
CGTAGCTATA
TTTGTACGIT

GCCGTGICCT
CGGCASCCTK
GARACAGACA
CTCGCCGATT
CKTCTTYTGC
CTTGACCGTC
TGTTGACAAG
GICCGAATCT
CTCGCCGECC
TAAGAAAGCA
ATGITGCATGT
AAAAAAAAAA

TCCTTGGEECT
TATCCCTGEC
TAGCTTGAGA
KTGGCGCCGA
AGCGGTGECA
GACATCGACG
TACGGCGCCA
GGTGACCCTA
TCCTCGECGG
TCTACCTGTA
ATGCCATCAA
AARDAAAAAA

AAGVATAATY
TTYTTCATCA
GAGAGCGCGA
CGAGCCTGECC
AGAARATCAA
CCAGCGCECAG
ACGTCGACGG
CCCCGGTGEA
CGECECCCTC

TGAAYTACAC
CCGCAGATAA
GCGAGATACG
GICCCTCTCC
GGTCGACAAG
GAAGGTCGEEC
CTACAGCCCA
ACGACAGGEEC
CTCGITCTACA

ACACGGGCCG AGTTTCTACT
CGGTGVAAAG TAATTCATCC
AAAAAA (706 bp)

P1064

GGACGTCCTT
CAGGGAATCA
TGGAATGAGG
GAWCCTTGAG
CCGGTCAGEC
TGAAGAGACT
ACCTTTCCCT
TGTTCCTGIG
CAAGAWTAAC
TGTTGAGGAG
GAGAGGAGA
CCAAAGCACA
CCOMTKGEA

CTTATCTTGT
MIGCGTCATG
GCATCACCTG
AWAGCTCGCC
TATGATTTCK
GCCCTACTGG
GCCAATCCTG
TCTCCAACAA

TGITAATGCT
ACCCCCACAA
CTTACATCTA
GGGAACCATA
ATGTGCATAT
AGAGCCTTGA
GCCTGTW GG
TTCTTWGEGECG

GATGAGAGTIG
GCTTCTGGAA
CATCAGAGGT
TGCATCAGGA
WCATCTTGGT
WGEGCAAGCAG
CTGCCCCACA
TGGCCCAGAA

TCGGGAACAA AGCTGTACTG TATCTCAGEK

GAAATKAGTW TWCCTCTGAT
TGGGAVAACC WECTTGCRGT
WATGTKWIGD CGIGGTTGAT
CTGCAGWRTT ATGGTGATGG

GONMTTWIC
ATCCOWEECG
GGACWATGAT
MAAWT CMVAR

AACCANGGAA CTTGTAAGAA
GGGTGCCTTA TTGCTGGAGT
GAATATGTGA ATGAGCGTCT
CTTCTTGGTA AGATCGCTTG
GCTGGTGCGT ACATTTGTKG
GGTAAACCAA GGCTGATACC
ACTGTYACAW ATGTTGATAC
TGGTTTGCGA GTTTTGGACG
CAWGTGAACA AACCTTGTWC
GAGAAGCACW GCGGAGGTGT
GTTCGTCTGT TCCTCTTTTG
GCACTAWAGG CYGTTCAGTC
ATGT (764 bp)

P1068

CKatgTTQ G
ATTaCGCCAR
ATTCGCCCTt

GATGAACCCA
GACCTGCTTA
CTTGATGCCC
CcGagGCTAG

YGVAATYGIG agCExTRRS
Get cRGAGaT TAACCCTCAC
TCGAGCGECC GCCc GGECAG
ACCTTCCTGA ACTCGagGCA

aat Tt CRCgC
TAAaGgGACT
GTACCCAGA
AgGCACCCAC

RGGaRgCRGc TATgaCCATG
AGTCCTGCRG Gt TTAAACGA
GATGCGTTGT GCTCACGGAA
TTGGAGCGGA TCaGGTAGTC

AGGAGGGECCT CCGTGCTGAG t G& GECAaG TAAGACRGGG TCTCGAACTT

TcGAt GEGECC ACACSt GCAt
CGCCGTTGGA GCGECGECTg

GCACcTGAt C

CTTCCACCGT t STGACGCTg

gACCGgg (396 bp)
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Klon

Sequenz

P1070

TACMVATATAT
TATGTRTATA
TMIATGTATA
TATAAGTSWA

ATATATATTA
TATATAVACA

MATATGTGIR
TATATGTGTA

TGDGISTSAG TGIGTGTATA
CGTCKGBRTG TAAGTAAGBS
AGIGIGTGIG TATVTGYGCA

GIGTKTGTAA
KTTTTTWIAA
ATAYACAHWT
ATGYAATGIG
AAAAACATST

ATGTGTGAAT

TGTAWATGTA
TGTATATATA
TATATGTGIG
GTATGTGI GG
GKGACAGAAA
TATAARAVWAA

TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATATATATA
AAAATMAATG TGTATATRAG CAYATGTAAA TATATATATM

AATATATAAA TAVWATGTRTA YAWATATATA
TATAAGTAWG TATAVRTAAA WAWATGTSTG

TATGTATATG
TGTATATATG
AGRTGATAWG

TGTRTTTTTT TATATATGTA
TDTATGTAAA TGTAAGTGKA
TGTGTGIGIG TGIGTAAGNG

ATATATRTAA AWGANHATMI TTGITRTTTGT

AHTGKGEEEG TGITATGTGG
TTYTATRTTT GIGIGGECGG
TCTGHAVATG TGITTGI GGG
GIGKGTATGG ACAAANVACTC

GGTGTTTTAA AYMTAWGTAW ATTTBTGKGG

GIGTVTAWGA AAATTTGIGS
GGRAMIGTGT AWMICTTTGT

GGSTCTGICT
W CTAAAAMT

YCTTTC (696 bp)

P1109

GCKCTTTCGA
CATTCATCGA
GGAAGCTGCT
GATAACTTGG
GACCGGTGAA
CCTCGITGAG
TAAMAARAGG

GCGECCECEC GEECAGGT GG
AGATGAAGAG ATGAGGAAGA

TCAAACCTTC

CTAGAAGCAA

ACAACTGGEES
GGCTGATGGA
ATGGCAGAGC

TTACGAGGAA GCAAATACCA
CACTAATCCC AATTCGTTCA

GCTACTGGA

AAAGGCTCAG GGAGCTCTAC
CTCATTTCAC TGATCAACAG
TTGAAACTTG TATATTTGTA
GKGGTYSG (378 bp)

TCGGAGGTTG AAGACAAGAT

GACATCAGAG
CGAAGGAATT

TTCCAGCACT
W TAVAAVWAA

TGACAAGAAG GATTCTTCTG
GIGTAVATGC AVWAMARACYT

P1121

a AG CCTGC

aaGGTTWAAA CGAATTCSCC

TAGTTCTCAM CCCCTCGCTC AAACAATCAT

TTCTGCTGCEC
GGTCATCATC
AGTAATAGGT
GCCCCCTEET
ACCaCCGGCA
ACGEECEECC
CATTAGATGT
ACAt CCGTAT
AGTaTaTTAT
AGTTACTCt A

CGICGICCCA CGGTGCTCCT
AACAGCTCCG TcTGCCTTGC
CCAGGCACTG GTAGTGGTAG
CAACACTACA CCCECCGETGCG
GGTGGCCAGC CCTAATCAAC
TATAGATGCT TACTCCCOr CC
CTACATACGA AGCAAAATGA
GTAGTCTATT AGITAAACCT
ATGCATGCAT GCATGCATGC
CTGCCATGTA TGACCTTAVWA

AAA (723 bp)

CTTAGCGTGG TCGECEECCGa
CAGCTAGCAG CCTCGAGTCA

GKWACATATA
TCAGCATGEC

GCAGATCGCT
CyCCGGTGAC
CAACGACCCA
GTGCCGCAGA

CTCTTCGICG TCGICcaCGaC
CACGACGGECA CCGGCACTGT
AACCACCCTG TTTTCCCGTC

ATTTACGGAT

GTAGTAAAGG

ACAATGCAAG GATGAAGGAC GAAGAACCGA

GTAt CCAAAT
ATGAATCTAT
CTAGAAAGAC
CTCTTTCTAT
CAGCAAAAAA

ATAAGICTTT
ACTCTAAAGT
TTATATTTAA

TAAAATATTT
ATTTCTATAT
AAACGCGAGGA

GTAGCTCATG TATCATCACA
AAAAAAAAAA AAAAAaAAGA
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Tab. 8.2: Konsensussequenzen der iiberpriiften cDNA-Fagmente aus den RGA-Klonen (s.3.5)

Klon

Sequenz

Poly

4-2

CWTTCWTT
TGSTGGAAAG
TCAGGTKGTS
CTCATACGAT
TAMARAWCCT
GTACCAGGAA
CTTTCTGAAC
GAGCTCGCTCC
TCCTTTATGT
GICAGGATCA
GCATGAGGAA
TCAAGCACAA
GATACATTGC
CCTTGGGATT
GCTCGTTGTA

GGACGATSCC
TGCTAARAGA
CAATAACTTT
CAGCAATTCC
DTCTGATATC
CTDCCATACC
SAATKGTAAT
TAGCCGITTC
CTCTGACAAT
TCATWAGATT
GGGIGTATCC
TACCAGTTGT
TGGGCAACTG
GAGAGGEEECC
GAATGTGGTG

KGDACCARAC
GCCAAAAAVA
AMCCNTCATA
AGGAAACATG
GACATCACAC
AACATGAGAT
AACCTGACCA
CAGCTCCTGC
TTCCCGITCA
ATCCGTGAGG
CTCGTAGATT
TCGACCGCTG
GAGGTWI CAA
TCAGTCAGCA

TMAMSGTAYT YTCGCYTTGGR
GAGCCACCAA TCCAGACACT
CTGCTAGGRG CAAGGECCGT
GTAGACCCAC CACTGAGAAC
TTCATGATGG AATTGTATGT
GGTTGGAACA GCACCTCAGG
TCAGCCATVT CATAGCTCTT
TVATAATCAA GGGCAACATA
GCGECTGITG TGAGGGAGTA
TCACGECCGG CAAGGWCCAA
GGGACAGTGIT GECTCACACC
GCACACAAGG ACAGAACGGEC
ACATGATCTG GGTCATTTTT
ACACAGGATG ATCCTCGEGT

ATGGGC (866 bp)

RATCCACATS
GITACTTMCTT
RATCTCCTTG
AACATTACCG
CCCTTCGTGT
ACACCTGAAC
CTCCACGGAG
AGCGAGCCTC
CCCTCTTTCT
ACGCAGGATA
ATCACCAGAG
CTGGATTGCT
TCTCTGITGG
GCGACACGEA

Poly 23

GAGATGCCTC
GCCGAGGTCC
CACTTGACCC

TATGGATTGC
TGTCGECCGT
ACAAGCTGAA

ATCCATGGTG
CTTCTGCGAG
GCACCACCCT

CTTTTCGAGG CTAACGTCCT
GIGATGAATG GCAAGCCGEA
GGACAGATCG AGGCTGCCGC

CACATTCTTG AAGGAAGCTC
TTGATGAAGC CAAAGCAAGA
CAGATTGAGG TCATCCGTGC

CTACATGATG CTAGCAAAGA
TAGGTATGCA CTCCGCACAT
TGCCACCAAG TCGATCGAGC

GACAACCCAC
ACACCTATTG
ATGTTTGCCC
CTCTCCGGCG
CC (602 bp)

TCATCGACGT
GIGTGICCAT
AGITCTCAGA
GGCGCAACCC

TTCTCGTGEC
GGACAACACC
GCTAGTGAAT
AAGTTTGGAC

AAGGCTATCC
AGGCTTGCCA
GACTTCTACA
TATGECTTCA

AGCTCGGTGA
CCCCTCAGTIG
GGGAGATCAA
ACGGIGGCAA
TTGCTGCGAT
ACAACGGTCT
AGTCTCCGGA

TAGCCTCCTT
GIACACCGAT
CATCATGGAG
GCTTGACCCA
GCTTGGECCCT
CTCTGTCAAT
CTTCCAGGEC
CGGTAAACTC
GCCTTCCAAC
AATTCCCTAA

Poly 28

GCAAGCCTTC
TCCTCCTGCT
GGTTCCGGAC
GCAGGTCCTC

AACACTTAGC
CCTGECCCTG
TCGCECCEECG
TCCGATGCCT

AGACCGTAGG ACTACGACTC
CAGACCGTCG GCAACGCTAT
GICAAGCAAG AGGTGAAAGG
GACCACTACG GCGAAAAACC
GCCGACCTCG CGCCGEEEECA
TACGACGTGA CGGCCAGGTT
GAGATGAACG GCAAGCTCAA
AAGAGCGTGG ACGAGCTGTG

ACGATGAAGA
GCCGECACGG
GCCAGAGATT
CGTCCTTCAT
GGTCACCCTC
CCAACTCCGA
CGTACTGTAC
GGECECTCTTC
CTGGGTGAAG
CCTGGACTAC
GGACGCCTAC
GAGCGACTAC

TTGCCATTGC
CCGECECCGTG
CAACCAGGAC
CTGGACCACC

AGCAGCAGCA
ACTTTCGACG
GITGECGTCG
TTCAACCAGC

GCTGTCGTCG ACAACATCGA
GCCCAATACG TCGCCGECTT

CACGAGGECEA
GAGCGGATCG
GACGCEEEECG
TGCGACTCGC
AGCGACGACT
AAGGCCAAGT

TGGTCGACGT
GAACTGATCC

ACGATGCATG
AGTATACTTG

CAGITTATTG TTGTATGTGT

TGTTAGAACA

CAGITGCTGT

TTGACGITGG CACGGIGIGTI

GITGACGAAC TGIGGATCCC

CGCACGTGTG
CCGACTACGT
GCGACCGGTG
TCAAGCCAGG
ACTTCGTGCA
ACCCCCAGCC
ACCGGTATAC
ATTGACTGGA
TT (882 bp)

[cosceocee
CGACGAACAC
ACTACGCCAA
CCAACCCEEG
GCCTGIaaCe
CGACGCCGAC
GCAGTGGATA
GCGCECTCAAG
GGATCAGEEG
GITCGTGECG
GATCCTGEGEG
CCAGAGCTGA
ATCGACGITC
GCGGAATAAA

Poly 39

GGATTCTGCC
TTGGATTGAC
AAGATAAGTT

GGGGACAATG

GAGAACATGT ATCATCAAGT

AAGCGGCCCT ACCTCGITAG CACTCATATG
CTCAGAAAAA AAAAGGAATG ATAAGATGIT
AAAAGAGGTG AAGTCCCAAG ACTCGA (206 bp)

CGATGAAACA
TATTATCAGT
GCTAACTGA

TACCAACCGT
CAACGGAGEA
AGITCGACTG
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Klon

Sequenz

Poly 53

ATTACATGEC
GCTGGAGGCA
CCGKGCAAAG
GAAATCCGTT
CACACATGTG

TCATGGTACC
CCGITTGCGAG
CACACCATTA
GCCAAGGTTT
AGCACAGITG

CTGCGTGAGC
ATCTGCATCG
TCCACCGTCGA
CAGATTTTGG
TCAAGGGCAG

ACCTATACAA
GIGCTGCTCG
TGTGAAGACG
TCTGICCAAG
TTTCCGGITT

GACCCATAAT
TGGCECTTCAC
ACAAACATCC
ACTGGGCCAT
TCTTGACCCG

GCACCGCTTA
TACCTTCATA
TCCTGGATGA
CGATGGATCA
(290 bp)

Poly 94

GAATTCGGTG
GCATACATAA
CTAGTACAAG
AATGGAGAAT
TCTTATTCAT
GTAGGTGACT
ATCACGECCT
CGAAGGACTC
TGATGGATGA
GCTCGTCGTIC
TGACGITGAC
TGACGAACGG
GGACGEEEEC
GCCCGTGCAG
TAGCCGECTC
CAGCAACTCG
CCACTGECGEC

TAGGGAAAAC
CCATGAGGTC
TACACAAGTC
CTACCGGTCT
GCTGATTCAC
GAACTGCTAG
CAACGAAGTA
AATCACAAGT
GITAGITCCTT
ATCCAGCTGC
CTCCCGCACG
CTTGTACCGC
CTTGATGIGC
CCGCCCCATG
GIGECTGAGC

CACTCCATAT
GCTAGGTGCA
TACATACTAA
GTAAAAGATG
AAGTCCGCGC
CCGCTCCGAT
GCAAGTCTCG
GICCCTGECC
AGCCGGTGAT
TCGAGCCTCT
CTGCCGATCT
TGCGECTGGT
TTKACGAGCG
TAGTCCGCCT
CTCCAGACAC

GCTTACCTGT
GITCCTAAGA
TCCTTACGAG
GAAAATTCCT
CGGTIGAGGAT
ACCTCAGCAA
TCCTTTGTGT
GCCCATCAAT
CCGCCTCCAAC
CGGIGCTAGC
CGAGGTCECC
CGAAGCTCCG
CGCGAGGTGCA
CTGTCCCAGC
GCECECCECC

GATACCCGCT GCCACCGCCG COGCCGCCAC
TGTCGAC (977 bp)

TACATACACA
TCTAACGCAT
AGACATATAT
GCTAGACTTT
GCTATTGITC
GAGATGTGAG
TACCGICAGC
ACTCTGT GGG
AAACTTGACA
TGTCGECCGEEC
ACCGCGCACC
CACTAGCGAC
CTGATTCTCG
CCCTCCTCCA
ACCTACGAGG
TCCTACCGGT

TACTAGGTAT
CACTAGCTAG
ATGGAAAAAA
GAAGCTTCTG
AAGCGGECGAT
GITGCACTTG
ACATCAACCA
TGGACTGITA
CTGAGGATAT
AGGCCCGGTCT
ACGCAGCGEC
CAAACGAGGT
CCGEECECET
CCTECECCEC
CCCACCATGC
GGTTGECCTG

Poly
129

TCCTCCTTTT
ACCTCTCGCT
ATTCCATCGC
CATGGGOGCC
AGGOGATCAC
TGGTATGATA
TTCTGTCGGT
TCTCTTCTAC
CAACCOGGCC
TTCTTTGCTT
CTTTGCTGCT
CCTCTCGAGG
TAAGGTGITT
AGGRTGTCTC
(835 bp)

CTCACCTCAC
CTTTCGCECG
TATCMCCTCA
AACCTTTCGT
CGCTCCGAGC
CTCGGCACTT
CTATCCGGTG
CTGIGEGTGC
AAAGCCECTTC
CCTAGATTTG
CATGATGTGG
GATTATCGAG
TCTAGGAGTA
AGGTGTGGAT

TTCGCGGAGA
CGCECCCTCG
CTTCCAAGCA
CACAAGAAGT
TATACMICCT
TACAATTAGT
TCTTAGCCGC
TAGICACATG
CACCGCCACA
GACTTTACCA
CGAGATGT GG
CAGCAGGECC
TGECTGTAAT
TARACAGGEGEG

ATTGITTAAT
CTCGCATCTA
TTTCCGCCTAG
TGTCGATACA
ATTTTTCACA
GGATCACTGG
CATACTCCTG
ATTGCTGGAT
TTTTCTTGCC
ACAGACTATC
GACACGGGAA
AGATATCAGC
GITAGAGGTG
CMCTYCGEEG

TGACGAGTAC
TCTTCAAACA
CCAAGTCTCC
TCGCECTGACG
GCTGECTCTG
CGTGGTCCGG
TCAGIGGGIT
CATTTTATGT
ACCCTTTGIC
GACTTTAACA
CTTGAACCAT
AACGGAATTG
CTCAAGACCA
ATACTGGCCA

AAACTATTCG
TAACCTGCCC
GCAACACCAA
TCATCATCCT
TCTACGCCAT
TGGGEGATCG
GCCCTCTAAT
CATTTGCGAC
GICTATCGEC
AGGATGGAAG
CCAATGAAGG
ATGGATATGA
ACATTAGCAT
MAAWA

Poly
134

CCTGAGITCC
TGATATAGGA
AGGTTGATTT
ATAATTCGTIG
ACTGGAATAA
CAAGACTCTC
GATGATGTGC
CAACTTATTT
CACCTTGTAC
TAGACAGTITC
AACAACAGCGEG
TTTTTATCAA
AAGGTCTTCC
GI'GGCAGCGA
ATGSGACGTC

CATCACTTGG
TTACATCGIT
CTATATTGCC
TACACCTATG
CAATATTTCT
CTTGATGCAT
ACCTAAGCAC
GATCCAGATG
ATCGTGATTG

AAGAACACAA
GGAAGCCTTT
AACAAAGCTT
TCATCATGCC
CCCTTAGAGT
GGAAACTGCG
TTTTCTTTGA
ACGATGATTG
CCTTGCTGAC

AGGATTTTCT

CGITTTCGCTG

AGGAACTTTC
ACTTTCCACC
TTCTTAGCTT

TGITTTTGCC
ACTAGCCGIT
TTCTTGGCAG

GCTGTATATG ACTTGAGCTT
GGGCCM (856 bp)

ATAGTGAATA
TGCTCACAGA
TCCAGAAACA
ATTCAGCTTC
TAAACAGGAC
GCCECCTCCT
AGATTTCTTG
CITGICCTTC
ATCCAACGGT
TTTCTCCAGG
AGCCTTCTTA
GCTGCAGAAG

TACCGCGGAC
CATCAAATAT
TCTCCCAAAC
TAGCGTCACA
AACAAGCATA
ACAGCACAGT
TGGATTTTCT
CTCCTCTTGT
TCCTCAAAGT
TTGCCCATTC
AGAGGITTCT

TCGCCGTATT
CTTTGGIGIT
TTCTGAAAAT
ACCAGTAGTA
CAAAATTTGC
ATGICTCAAC
TCTGEEECTT
TGTCCTTCTT
TCTTGGCCAG
CTTTCCCTTC
CGCCAGCCAC

CCATACCAGC GACATTCTCG
ATCAGCTTTA GITCCTGTGA TGGEECMEGRM
CATAATCCCG CGGSCAWGGG GGGCGEERGC
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Tab. 8.3: Sequenz der Primer, die von konservierten Regionen bekannter Resistenzgenmotive abgeleitet
und fiir den RGA-Kandidatengenansatz eingesetzt wurden.

PK Sense Antisense Motiv | Ref | PK Sense Antisense Motiv | Ref
T(ggl)p [5--31 [5--37] T(eg)p [5--31 [5--37]

1 | TCGGAAGACTTA | AATGAGACGGEGG | LRR | 1 26 | AATAAAAACA GAATCACAAT LRR | 1
45 | CGAAACTEA ATAGGAC 53 |AAATTGGCACT | GECATCAC

2 | CACAATGATGGG | AAAAACAAAATA | LRR | 1 27 | GGAAGAGAACCC | CCGGTGTAATCC | LRR | 1
47 | AAGTAAG GGGAAAAAC 54 | TCAAGAAGA CTCCTT

3 | CATGGAGCCTTT | CCTGCAAGAGCT | LRR | 1 28 | GCAAGCCTTC AAGCGATCCA LRR | 1
48 | CAGT GTGAGT 54 |AACACTTAGCA | CAGITCGICA

4 | GGATTGCTGATA | GCCCATCACCAC | LRR | 1 29 | GAAGCCAATC | AAACATATAC LRR | 1
48 CATTGC ATTC 54 |ATTTTCA AGCATCTCCA

5 | GCCATGACCAAG | AAGCATACATCA| LRR | 1 30 |ATGATCACTC CCCCCGTGAG LRR | 1
50 | GAAAATAAG GAAGATTTGA 54 |TTTTGCCTTTT | ATTGIT

6 | TTGGGGAAGAGA | CTTAGCCTTGCT | TIR | 1 31 |AATATATTGG | ATACCCCTTA LRR | 1
50 |AGT TTGATA 54 | GGACTTGAAGA | GGATGAACAC

7 | AAAAATCAAAAT | TCCAGCTCTTTG| LRR | 1 32 |GGCCCTTTGA | TCTGTTAGCT LRR | 1
50 GTCTTCTCA TCGICT 54 GATCTAATAGT | GGTTTAGGTITG

8§ | GCCAATCCCTAG | GTAATTCCGGIC | LRR | 1 33 | GCCCGGAACA GCTCAGCAAA LRR | 1
50 AGCACTCA CCTCCAAC 54 AGITTAGIGG | TCCTTCACCTC

9 | TGAGATCTAATA | CGAGCTCAAGIT | LRR | 1 34 |CGGITACTCC GATTCTTCCG LRR | 1
50 | GTAGCCTGIT GAGTAGCATA 54 |TTCTCCTTCTA | TTGTTACAGC

10 |ACATGGCGICTC | TGGAACCAGGTA | LRR | 1 35 | TTTCATCCCT AGCTTCCCTG LRR | 1
50 | GAAACT CAAGGA 54 |CACTCTCC ATGICATT

11 | GGCGTCATACCG | AGATTGTGGAAG| LRR | | 36 | AGCTCGGAAA GACATACGAG TIR | 1
50 | AGTAAT CGAGTTAG 54 | CATGACTA CTGCTGAA

12 | CGATGGGTGTGG | CCGGAGATGICA | LRR | 1 37 | GGGTTCCTGA ACTCTGGTAT LRR | 1
50 |AGAGT AGATGT 54 |GITTCTG CGGACCTG

13 | TTAACGTAGCCG | CAACGAAAACAA | LRR | 1 38 | CGICTTGITG GGCTTACGCA LRR | 1
50 |ATAACC ACCAGT 55 | TTCTTGGA CCGATTTT

14 | TTCGTCGATT CTCGGAATTG LRR | 1 39 | TCTGCCGGEGEG TCGAGICTITG LRR | 1
50 | TOGGAGTTAG | ACCCACTG 55 |ACAATGGAG GGATTTCAC

15 | TCCTGCAACT TGITCACATCC LRR | 1 40 | CATACTGCAAC |AGTACTCCGG TIR | 1
50 | TGATAATAACA | CTTAGAAAAAT 55 | TAAGTACGATG | TCTGCCACCTA

16 | TTTATCTGIC TACTTCAGAT LRR | 1 41 |GCAAGCCTTCA | CAAAGITCCCG | LRR | 1
5] |GEXCTGITC GCTTACAACCA 55 |ACACTTAGCATG| AAGGTTTGTGAG

17 | CTTCTCATCA CGACGCCACT LRR | 1 42 | AAGCGTACTTC |CATCACCGICT | TIR | 1
50 |CTATCATCACC | CCAAAGACACA 55 | TCTGAAAGCAC | GACTTCAAGAG

18 | CCAACTCTAG CATCTGGAAT LRR | 1 43 |TTTTCATTTC CTCTCCGGTG LRR | 1
50 AGAAACTCCTA | CTCCTTTA 55 CGTCATCT ATTCCT

19 | TTCGCTGAAT TTTCCTTTAA LRR | 1 44 |TGTAATCTCC | TCGAGATTTG LRR | 1
50 CTTTCCAAT ATCGGATAA 55 AATTCCTCAGG | TAGCATTTGAC

20 | TCTTCATGGC CCCGCAACAA LRR | 1 45 | GGGCTGATAA CTCTCCCTTT TIR | 1
5p | AGGGAGTGG ATTCTCTGG 55 |ACCAACCAGGC | CATCTCGITGC

21 |GGAATCTCCGG | TCCTACAAGEC | LRR | 1 46 | CAACACTGATG |ACCGGCGTACT | LRR | 1
5y | TGTTATACCTC | CCTCCTCTAAT 55 | CTCCAACAGAAC | TGTAGTACAAGT

22 | ATGGACTGGC GAGAGACCCT LRR | 1 47 | GEGGAGATTCCC | CCTTCATGITA | LRR | 1
5y | GTGATG GAGATTCTGIT 55 | GOGGAAATCGGC | CCCATCCATTC

23 | GAGATGCCTCT | GGTTAGGCAATT | LRR | | 48 | GCACCATAGC CTGTACATCG KIN | 1
5y | ATGGATTGCATC | TOOGGAGACTTG 55 | TGCATTCCTC GAAACTCTGG

24 | GCCAGAGTAC ACGACCAGTG LRR | 1 49 | CCAAAGCTTT CCAGIGGCAA KIN | 1
57 |ACAGGACATGA | AAGAGGTTGTT 55 |CTGATTTTGG | CGTATTCAGG

25 | AATGTTTCCG GATATGICCT LRR | 1 50 | TTGCACGACT AGTGAGITGA KIN | 1
5) |AGGATTGAA GCAAGATGGT 55 | ATGCAGATCC CCGGTCATCG

140




ANHANG

Fortsetzung Tab. 8.3

PK Sense Antisense Motiv | Ref| PK | Sense Ant i sense Motiv | Ref
E%T)IP [5--37] [5--37] T(‘jg)P [5"--3] [5"--3"]
51 |ATGAAGCTCA |CCTGAGITCC | KIN | 1 | 76 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
55 | AGTCATATAC | CATCACTTGG 50 | GCGNAAAACGAC | AGNGGNAGGCC
52 |GAACTTGATT |AAATGTATTGG | KIN | | | 77 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
55 GGATACTGTG GATCGAGG 50 | GGNAAAACGAC | AGNGGNAGACC
53 |ATTACATGGIC |GGGICAAGAAA | KIN | 1 | 78 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
55 ATGGTAC CCCGAAAC 50 | GONAAAACGAC | AGNGGNAGTCC
54 | GACGCGTGOCA | GGGAAACATAC | LRR | | | 79 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
55 AACTC AATCTCACT 50 | GGNAAAACGAC | AGNGGNAGCCC
55 | TTGGGGAGCGT | AACAGGCAGIG | LRR 1 80 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2
55 | AAGAAGA CTGTA 50 | CGNAAAACGAC | AANGGCAAACC
56 |CAATTCTTTTC |GCCTCGGGTAG | LRR 1 81 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2
55 AGGCTCTGT GITTC 50 | GGNAAAACGAC | AANGGCAATCC
57 |AGCGACATTTG |CCTGAGCATCG | LRR 1 82 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2
56 TCTICTTGIT GAGGIT 50 | GGNAAGACAAC | AGNGGNAGGCC
58 | GCGGAGAGCT GGATCTCGGT LRR 1 83 | GAATTCGGNGTIN | GTCGACAGNGCN | NBS 2
56 TAAGCCAACT TTGATACTTGC 50 | GCGNAAGACAAC | AGNGGNAGACC
59 |ACGIGITGIC CGCCCCGGAG LRR 1 84 | GAATTCGGNGTIN | GTCGACAGNGCN | NBS 2
56 CGCTGTCAGA ATTTATGIC 50 | GCGNAAGACAAC | AGNGGNAGTCC
60 | GGATGAAGCAA | GTCTCGTTAA LRR 1 85 | GAATTCGGNGIN | GTCGACAGNGCN | NBS 2
57 TATTTCGICAC | TATCCGATGCG 50 GGNAAGACAAC | AGNGGNAGCCC
61 | CTCCCTCCAA TTAGACGTGG LRR | 1 86 | GAATTCGGNGIN | GTCGACAANGCC | NBS | 2
57 | AACCTAAT CAAAGAAG 50 | GGNAAGACAAC | AANGGCAAACC
62 | TGAACTCTTC AAATCCCATC LRR 1 87 | GAATTCGENGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2
60 | CTTTACTCTC | AAGGTGCTTG 50 | GGNAAGACAAC | AANGGCAATCC
63 |CGATGTTCAA | GGATCOOGAC | LRR | | | 88 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
60 AACACTTATG CACGGGTGCT 50 | GONAAGACGAC | AGNGGNAGECC
64 | OGAACATTGA |CGITCAGAGA | LRR| | | 89 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
60 ATCTGGATGC GACCAAGCCG 50 | GONAAGACGAC | AGNGGNAGACC
65 |TTGITGCTCA | OGGTTCACAT | LRR| | | 90 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
60 | AGTTTGAGAAC | GTATATTCAATG 50 | GONAAGACGAC | AGNGGNAGTCC
66 | GCCAACAACTAG|GGTTTGAGACA | LRR | | | 91 | GAATTCGGNGTN| GTCGACAGNGCN | NBS | 2
60 TTGATATTGAC | CCTGAAAGACC 50 | GGNAAGACGAC | AGNGGNAGCCC
67 | GAACTCTGAAA |TGITTGAGAAA | LRR 1 92 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2
60 CATGCCAAGGC | ATTAACCTCGA 50 | GGNAAGACGAC | AANGGCAAACC
68 | TCGTCGICTT CGCAGCTCAC LRR 1 93 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2
68 CTITGCTTCTC ACCATACC 50 | GGNAAGACGAC | AANGGCAATCC
69 | GCCTGGTGGACG | CTTCCTCCTCT NBS 1 94 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2
70 TAATCGCTGACA | TGCCCAAATCCC 50 GGNAAAACCAC | AGNGGNAGGCC
70 | GAATTOGGNGT | GTCGACAGNGCN| NBS | 2 | 95 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS | 2
50 | NGGNAAAACAAC | AGNGGNAGGCC 50 | GGNAAAACCAC | AGNGGNAGACC
71 | GAATTOGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS | 2 | 96 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS | 2
50 | GGNAAAACAAC | AGNGGNAGACC 50 | GCGNAAAACCAC | AGNGGNAGTCC
72 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 97 | GAATTCGENGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2
50 | GGNAAAACAAC | AGNGGNAGTCC 50 | GANAAAACCAC | AGNGGNAGCCC
73 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 98 | GAATTCGENGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2
50 | GGNAAAACAAC | AGNGGNAGCCC 50 | GGNAAAACCAC | AANGGCAAACC
74 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS | 2 | 99 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS | 2
50 | GGNAAAACAAC | AANGGCAAACC 50 | GGNAAAACCAC | AANGGCAATCC
75 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2 100 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2
50 | GGNAAAACAAC | AANGGCAATCC 50 | GGNAAAACTAC | AGNGGNAGECC
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Fortsetzung Tab. 8.3

PK Sense Antisense Motiv | Ref | PK Sense Antisense Motiv | Ref

T(ggl)p [57--37] [5--37] T(egl)P [5--37] [57--37]

101 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 121 |AGTTTATAATTY | CTCTCGATTCAA| NBS | 3
50 | GGNAAAACTAC | AGNGGNAGACC 45 | SATTGCT AATATCAT

102 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 122 | TGTTACTCCTTT | TACATCATGIGT | NBS | 3
50 | GGNAAAACTAC | AGNGGNAGTCC 45 | GITTGGTA TACCTCT

103 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 123 | TGCTAGAAAAGT | TCAATCATTTCT | NBS | 3
50 | GGNAAAACTAC | AGNGGNAGCCC 45 | CTATGAAG TTGCACAA

104 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2 124 | AGCCAAAGCCAT | AACTACATTTCT | NBS | 3
50 | GGNAAAACTAC | AANGGCAAACC 45 | CTACAGT TGCAAGT

105 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2 125 | AGCCAAAGCCAT | CCGAAGCATAAG| NBS | 3
50 | GGNAAAACTAC | AANGGCAATCC 45 | CTACAGT TTGCTG

106 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 126 | AGCGAGAGTTGT | AGCCACTTTTGA | NBS | 3
50 | GGNAAGACCAC | AGNGGNAGGCC 45 | ATTTAAG CAACTGC

107 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 127 | GGTGITGCATAA | TCAACCTGCTCA | 1.Z 4
50 | GGNAAGACCAC | AGNGGNAGACC 45 | CATACTGCC GATGTAGIGG

108 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 128 | TGGAGAGITCCC | TTCTCTTCAAGG | 1.7 4
50 | GGNAAGACCAC | AGNGGNAGTCC 45 | TACACTTGAG TAGITGGCAG

109 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 129 | CCTCCTTTTCTC | ATTTGTGGCCACG | LRR | 4
50 | GGNAAGACCAC | AGNGGNAGCCC 45 | ACCTCACTTCGC | TATTCCCC

110 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2 130 | GGXGGXRTXGGX | XAGXGYXAGXGG | NBS | 5
50 | GGNAAGACCAC | AANGGCAAACC 45 | AAXACXAC XAGXCC

111 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2 131 | GGXGGXRTXGGX | XAGXGYXAGXGG| NBS | 5
50 | GGNAAGACCAC | AANGGCAATCC 45 | AAXACXAC XAAXCC

112 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 132 | GGXGGXRTXGGX | XAGXGYXAAXGG| NBS | 5
50 | GGNAAGACTAC | AGNGGNAGGCC 45 | AAXACXAC XAGXCC

113 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 133 | GGXGGXRTXGGX | XAAXGYXAGXGG| NBS | 5
50 | GGNAAGACTAC | AGNGGNAGACC 45 | AAXACXAC XAGXCC

114 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 134 | GGXGGXRTXGGX | XAAXGYXAGXGE | NBS | 5
50 | GGNAAGACTAC | AGNGGNAGTCC 45 | AAXACXAC XAGXCC

115 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAGNGCN | NBS 2 135 | GGXGGXRTXGGX | XAAXGYXAGXGG| NBS | 5
50 | GGNAAGACTAC | AGNGGNAGCCC 40 | AAXACXAC XAAXCC

116 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2 136 | GGXGGXRTXGGX | XAAXGYXAAXGG | NBS | 5
50 | GGNAAGACTAC | AANGGCAAACC 40 | AAXACXAC XAGXCC

117 | GAATTCGGNGTN | GTCGACAANGCC | NBS 2 137 | GGXGGXRTXGGX | XAAXGYXAAXGG| NBS | 5
50 | GGNAAGACTAC | AANGGCAATCC 40 | AAXACXAC XAAXCC

118 | ARXGCTARXGGX | GGXGGXGTXGGEX | NBS 3 138 | GGAATGGGNGGN | YCTAGTTGTRAY | NBS | 6
45 |ARXCC AAXACXAC 50 | GTNGGNAARAC | DATDAYYYTRC

119 | AGTTTATAATTY | ACTACGATTCA |NBS 3 139 | GGAATGGGKGGA | ATCATAACTTAT | NBS | 7
45 | SATTGCT GACGTCCT 35 | GTYGGYAARAC | TTTKAG

120 | AGTTTATAATTY | CACACGGTITTAA | NBS 3 140 | GGXGGXTTYGGX | AAXATXCKXGCC | KIN | 7
45 | SATTGCT AATTCTCA 50 |ATHGTXTWYAAR | ATXCCRAARTC

121 | AGTTTATAATTY | CTCTCGATTCAA | NBS 3 141 | GGXATGGGXGGX | COWRAXGGXRAX | NBS | 8
45 | SATTGCT AATATCAT 50 | GTXGGXAARACN | CGXRAXTTYCAX

Referenzen: 1= Botella et al. 1997, 2 = SHEN et al. 1998, 3 = KANAZIN et al. 1996, 4 = SIMONS et al. 1998, 5 =
LEISTER et al. 1998, 6 = YU et al. 1996, 7 = GENTZBITTEL ef al. 1998, 8 = AARTS et al. 1998, Abkiirzungen: PK
NBS

= Primerkombination,
Nukleotidbindestellen [Nucleotide-binding  site],

LRR =

Phosphatbindeschleife, X = Inosin.

grau unterlegt: Primerkombinationen, mit denen ein Polymorphismus auf SMAR
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leucinreiche

Wiederholungen
™ =

[Leucine-rich  repeats],
transmembran, KIN = Kinase,
TTM

P-Loop

-cDNA amplifiziert wurde.
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Tab. 8.4: RT-Primer fiir die potentiell differentiell exprimierten SSH- und RGA-Klone, Ubiquitin und

MAPK.
Klon Kiirzel Sense Kiirzel Antisense Temp
[5--3] [5--37] O

P1003 P1040rs CCC CCC TAC CAC AAS | P1040ras CTG CGW GGG GGT GTT | 60
TCC GG

P1010 RTPI010s | CGC AAA CTC ACC GAA |RTPI010as | ACT GGT ACT GCG AAC | 60
GGT AGT AAC A AAG ACA GAG C

P1016 P1045rs GAG AGG ATA GGC ACG | P1045ras AGG ACG GAT GGC AAT | 60
GAA CAG TTC G

P1027 P1049rs ACT CGG GGA CGC AGC | P1049ras GGG CGC TGA GGG CTG | 65
GCA AGG

P1028 P1050rs TGC CGT GCS AAA ACC | P1050ras CAC AGA AWC ACG 50
TGA AAA TGA AGT

P1029 P1051fs TAA AAC ACA CAATGG | Pl051fas TTT GCA GTG GAC TCT 55
GCA AG CCTATT G

P1036 P1056rs GTG TGT GAG AGA GAG | P1056ras CCA CTC CACTCT WIC | 60
AGA TGT TGC

P1073 RTPI073s |CCTTTCACTTTTTCC  |RTPI073as | GGG AAC AAGCTG ACA | 60
CTT TTT CTC TCC GGA GGT ATA CC

P1074 P1074fs CAT GGA AGC CGA AAT | Pl074fas TAC ATA CCA CAG GCC | 58
CAA TC ACA GC

P1075 P1075s AGC CCA TTG AGT GCT | P1075as CGA GGT ACC TTT CGC 60
CTA CC ATG AT

P1089 RTPI089s | AAG GCA CCC AGA CGA |RTPI089as | CTT CAC CCA GTT CGC 60
GAT GAA G CGC TAC

P1109 P1109for CGA GGA AGC AAATAC | Pl109rev AAC TCA ACGAGGCAG | 62
CAC ATT CA AAG AAT CC

Pl111 RTPI111for |CTA AAT CCG GTC GGT |RTPll11lrev |CGGCCGAGG TACAAG | 65
GCG AAT GAT GGA A

P1113 RTPI119s |GAAGTTGTC CGATGG |RTPI119as |CCGCTC TTG GAA AAT | 60
TAG CAT CCT T TGT TAG AAC C

Pl114 RTPI114a |ATGGCGTAGTAATTG |RTPll1l4as |CTCCCCTAACTGAAG | 60
GGG AACTTG T AGC TTT GCT T

P1121 RTPI121s | TTG GAT ACG GAG GGA |RTPl121as | CCT CGC TCA AAC AAT | 60
GTA AGC ATC T CAT CAG CTA

Poly 4-1 |RTPoly4s |AGTGAGACAAACAGG |RTPolydas |CGT CTC ACA AATAGC [ 60
GAA GAC GAT G AAA GCG ATG T

Poly 4-2 |RTAktinfor |[TGT ACTTCCTTTCAG |RTAktinrev | CTG AAC GGG AAATTG
GTG GTG CAA T TCA GAG ACA T

Poly 22 |RTPoly22s |GCT GAGTCAACAACT |RTPoly22as |CAATGT ACCCTGGAG | 60
GAG GAG CCTA GAG AGC CTA T

Poly 23 |RTPoly23s |AGTACAAAGATCACT |RTPoly23as |CACTAGCTCTGAGAA | 60
TGA CCC ACA A CTG GGC AAA C

Poly 28 |RTPoly28s |CAAGAGGTG AAAGGC |RTPoly28as |CCG GTA CAC ATACAA | 60
GTACTG T CAA TAA ACT G

Poly 39 |RTPoly39s |[AATCTGCCGGGGACA |RTPoly39as |ATC TCACCT CTT TTC 63
ATG GAG AAC AGT CGA ACT TCC A

Poly 48 |RTPoly48s |GCAGGCTAG CTGCAT |RTPoly48as |TTG TTT ATT CTC CTT 60
TCC TCT GTC T GAA CAC TCG GCA A

Poly 53 |RTPoly53s |GTACCCTGCGTGAGC |RTPoly53as |GAAACTGCCCTTGAC | 60
ACC TAT ACA A AAC TGT GCT

Poly 94 |RTPoly94s |[CTCCGATACCTCAGC |RTPoly94as |GTC CAC CTC GTTTGG 63
AAG AGA TGT G TCG CTA GT

Poly 103 |RTPoly103s |GTG GGG AAA ACTACA |RTPoly103as |AAC GGG ATT CAAGAC | 60
CTT GCC AAA C AAT GAG AGT G

Poly 129 | P129s ATC TTC AAA CATTTC | P129as CTA AAT CCA CACCTG | 60
CTG CGC ATT CC AGA CAT CCT AT

Poly 134 |RTPoly134s | GAG GAG GAA GGA CAA |RTPoly134as |TTG CCAACAAAGCTT | 60
GCA ATC ATC G TCC AGA AAC A

Ubiquitin | Ubi-1 s CCA AGA TGC AGA Ubi-1 as TTC GCG ATA GGT 56
TCT TCG TGA AAA AGA GCA

MAPK |MAPKfor |GAACGAGGTTCTCCA |MAPKrev TGC TTG GCA GGA TCA | 60
CTG TAA A ACA CCT
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Tab. 8.5: RACE — und iPCR der Klone Poly 4-1, Poly 85 und Poly103.

Klon Kiirzel Sense Kiirzel Antisense Temp
[5--3] [5--37] O
Poly 4-1 |[RACEP4_3’ TACTATTAACAATGT |RACEP4 5’ TCACTAGACATCTCT 63
GAGTGGACCAAAC GGCCAGGTCAA
RACEP4 3’'n | AGATTGCCGTCCCTT |RACEP4 5°'n | ACCATATGTGCTGAG 63
GAGAACTTAA CCTGAAGAT
P4-Prom GGGTATCGCTTGCAG |RKCarin3’neu | GCTTGTCTCAGTTCC 65
GTGTGGAC TGC
P4-Prom_nest | AAGCCCAAGAAGTAA |RKCarin3’n GGCATGGTGAATTGC 63
TATGTAGAGGAG TCAGTGTAAAT
Poly 85 copper_3’ TTTGGGAATTTGAGG | copper_ 5’ AACCGCCCGGCTCGC 63
CCGTTGC CcC
copper_3’n AAGTAGACGCCGTAG |copper 5’n TAAGGCGGCCATGGC 65
GGATGG GG
Poly 103 | P103 3’iPCR | CGACAGGCACACATA | P103 5’iPCR | TGTCTTGCACCTCGT 65
ATTTTGACACTC GAGCGTGA
P103 3’'niPCR | AATCCCGTTCCACCC |P103 5’niPCR | GGCTTGACATATCAG 62
ATGCTT GTCTTTGAGAAA
NBS-Bam CCAGGCCGAGAAGAT | P103_Prom CAGTGAGTGCGTGAC | 63
ATGCAACT AGCGATTCG
NBS-Bamnest | TTGGCATTGGGCCTC |P103_Promnest | CCGGAGAAGTCCAAC | 62
CTCC AGGCA
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1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401

TTCGGCCACT
AACATATTAT
TCGAAAAACA
ACATATTACT
TGGITCCACAC
GCGAGAAGCT
CCTGCAATGA
GIACCTTGGEC
TTGCTAATGG
CTCAAGATAT
GITTGGICCA
CACCACTACT
CAGTCACAGA
GATCACCCAA
GATCACCGGT
AGCGTCTCGG
CTCAAGCGCA
AACATCATCA
ATCCACGCAC
GAGGAGTACT
TGICTCACTA

GCTGTCCTAA
TGCTTCCTGT
GAGCAGAGCA
TCTTGGEECTT
CTGCAAGCGA
TGTCTCGACG
GCACCATCAG
ATATGGTTCA
GGATCAGCCC
CAAGCGATGG
CTCACATTGT
GGTGCCCCTG
GAGCCCATCA
TAGATATTGT
TTGAACCGTA
CTCATACAGC
TAAACCCCTC
TTGAAGCTTA
CAAAGGCCTG
ACATGTACAC
GACATCTCTG

TCCGAATTTG ATCGCAGTGA CAGICAGCTG

TCCACTCTAT
CATTCACACT

ATATGCATCC
CTTCACCATG

TCTTCCTCCT
CITCTCCTCC

CTCCTCTCAC ACACCCCATG CTGCTGCTCT
TACCCTCAAC CAAGGCCAAG TGCGCCGTCG

AACGGCAAGT
TAAGI CCCAG
ATAAGATCCC
ATCACCGECC
CAATCTTGIC
CAATAGTAGG
TTCTCTTGAA
TCATCGGACC
GCTTCCTGGT
AGGEECGTCTC
GITGAACTAG
AGTCGTICTAT
TACCAATACT
ATGAACCCTA
TTCGCCGEAG
GCCAGGICAA

ACGCACTCGG
AACACCACCA
GGITTTTACT
CCAACCTCAA
ATTGTACACA
ACACAAACCA
CAGTGGAAAC
TACTGGTGIG
GCCAAGITTG
AAAGAAGAGC
ACACCAGCGG
TGCCATTGCEG
CAAGT CCACT
TATATGTTGA
GAATCATCGT
GCTGAATGIT

CCAACCTGIC ATGGCAAACC ATATGIGCTG AGCCTGCCGA
CCAGCTCGCTA CCTGCGGACC ATTCACAGIC TGCAACGGCA
€8T TTTCTCG GAAGTCACCA CAGGATT

ATCCTGTGAT

P

TGTATGGAGG

CTTCTTCCAG
GCTCCAGCTG
GICGTGT GGG
CCTAACAAAG
CGATTCCGTA
GGAGCATAAA
CTTTCCCTTA
GCAGAGCTTC
GITGAAACAA
CTCATTGATC
GCAGGTCGIC
CATCCTCCAA
ATAGATCTGG
CAATGACCAA
CTTCCCTGIT
TGGTCAGAAG
TGCCTGCACT
ATGCACAGCC

GITTGATGA TCGAACAGGA GGATGCATCA GGAACACGCC TTTCAATTG

ACTGCTTATT CCTATAACAA TAGCAGATGC TATGICTGEC ATGGTGAAT

TTACCTTCG CCTTGCCGCG ACTGCVAAGT TTGARAAAVA GAAGARACA
ATTATTGGIT TTGGGITA

g> > g >
é%%% daas
ShEERREREE
Q&AL 8 & ] RIAY
fdRna8a8s
ER A
Jgoedets
oE LR RE
2 ogolsslalas
e
ARLELERE
e

leelalisla s sl

—

GGTTCAGTA TACAAAGGAG TATTAAACGG CTCAACTAGT

b
>
;

AGCTCAATTG GACTGATCCA ACATATTAAC ATAGTAAAAT TGATCGGIT

CCTWICMGGG RGGEGGRTTC GGCCCYGSTG TCCTATCCGR ATTTGTYKCS

AGCTCAATTG GACTGATOCA ACATATTAAC ATAGTARAAT TGATOGGITT
CCTWIOMIGG ROGGOGRTTC_ GGOOCYGSTG TCCTATCOGR ATTTGIVRCS

GGEECMITYCC CYCTTYCCTG BTT

Abb. 8.4: Nukleotidsequenz des verlingerten Klons Poly 4-1.

grau unterlegt: 5'-Sequenzinformation aus iPCR, nicht unterstrichen: urspriingliche
Sequenzinformation, schwarz unterlegt: 3'-Sequenzinformation aus iPCR.
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

GGACACTGAC ATGGACTGAA GGAGTARACR MCACCTATTC CACCTCCGGEC ACTCCGGECTT
GCCTGITGEA CTTCTCCGEC ACCACCGCAG CTCCTCCCTT CGAATCGCTG TCACGCACTC
ACTGACTCAC TCTCACTTGC AGCACGCGAG CAGCCTATTG AGTTGAGCTA ACAGCAGAAG
GAGCCTCGCC ATTGAGATGI CTGCACCAAT CATCAGCGCC ACCATGGGEEG CGATGAACAC
CCTCATCGEC AAGCTCGCCG CACTGATGGG TGACGAGTAC AAGAAGCTCA CGTCCGICAG
AAAGCAGGECC TCGTTCCTCA AGGATGAGCT TAGCGCCATG AAAGCTCTCC TTGAGAAGCT
TGAGCTCATG GATGAACTGG ATCCCTTGEC CAAGAACTGG AGGGATCATG TCAGGGAGAT
GICCTACGAC ATGGAGAATT GCATCGATGA CTTCATGCGA GACCTTGGAG GIGCCGATGC
AGATGGGECTT TATAAAGAAG ACGGCTAAAC GICTCAAGAC GCTACGGAAG CGCCATATTG
CTGATCGGAT GGAAGAGCTC ACGGICCTTG CTTTGCAAGC AAATGAACGA CGCATGAGGT
ACAAGATTGA CGATTGTACC GATTCTACCG CTCGIGICGI TCCCGICGAT ACTCGATGIT
CGATCTACAA GCAGGCAGCA AGICTTGTAG GTATTGATGG CCCAAAGAAC GAGCTTGTAA
TGGITGACAG ATACTCAGGA AAACCTCAAG GIGGIGECTA TTGITGAATT CGGGEGTGGEEG
AAAACTACAC TTGCCAAACA AGTATATGAT ATGATTAAAA GGCAATTTAG GTGTAAAACA
TTTTTATCAG TTTCTCAAAG ACCTGATATG TCAAGCCTTC TTGGICGICT TCAATCGAAG
TTTAAGATGA AAGAGGAGIT RACTCACGCT CACGAGGIGC AAGACATTGI TGGCCGICTT
AGAGAATATC TCACACATAA GAGGTACCTA TTTTGICTAA ATTGACACAT GTIGCACTTGA
GTAGTTATAG ACGITTAGAG GAGTIGITTCT TGAATGGACG ACAGGCACAC ATAATTTTGA
CACTCTCATT GICTTGAATC CCGITCCACC CATGCTTGAC GCCCTCCGIG TTGICATGGG

CTCCGOCTCS CACTGTOGAC
AA

Abb. 8.5: Nukleotidsequenz des verlingerten Klons Poly 103.

Pol y85 MAAMKAAL LAVAAMAAL L GAASAATYTVGEPGGYWI L DT DY SKW/SDKKFNVGDE! VFKY
AAD10251 MAAMKI TLLAVAAMAALL GTASAVTYNVGEQGG- WI'LNTDYSSW/SCKKFNVGDEI VFKY

grau unterlegt: Sequenzinformation aus 5'-RACE, nicht unterstrichen: urspriingliche
Sequenzinformation, schwarz unterlegt: Sequenzinformation aus iPCR.
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Pol y85 TTPTHDVVEVSKAGYDSCSTDGSI KPLNSGNDVWRLTAAGTRYFI CG PTHCNPAAAASM
AAD10251 |SSAAHDVVEVSKAGYDSCSI DGAI NTFKSGNDVI PLSATGTRYFI CE TGHCSPTAAASM

rhkkkkhkkkhkkhkkkhkkhkkkhkkhkkk kKo ok e kkkk k. ke ke kkkkhkkhkk*k *k ko kkkk*k

Pol y85 KWVI EVGSGSSSPSSPVPAAGPGASNSPPAPPSSAAT SVGATAGFGL VALLAAGL VAW P
AAD10251 KVM DVASGSSSPSSPMPAAGPGASNSPPAPPSSAATSVGATAGFGLVALLAAG. VA- - -

EE I RN A R R I R R I R I R R R I R R R R R R R R R I O R

Pol y85 M.I TOWAHI - 189
AAD10251 ----------

Abb. 8.6: Alignment von POLY 85 und AAD10251 (Weizen-Homolog).

eingerahmt: Kupfer-Bindedoméne
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