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1 Einleitung

Die Versorgung der stindig wachsenden Weltbevdlkerung mit Nahrungsmitteln wird auch
in Zukunft enorme Probleme aufwerfen. In den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts ent-
sprach der Zuwachs in der Lebensmittelproduktion etwa dem Bevolkerungswachstum. In
den letzten Jahren konnten die maximal mdglichen Ertrdge im Reis- und Maisanbau auf
optimalen Flidchen jedoch nicht weiter erhoht werden, wéhrend die Bevolkerungszahl
weiterhin stark ansteigt (CONWAY und TOENNIESSEN, 1999; GELDERMANN und KOGEL,
2002). Da zusitzlich jéhrlich etwa 1 % der landwirtschaftlich genutzten Flichen durch
Versalzung, Bodenerosion etc. verloren gehen (OERKE et al., 1994), ist es von grofiter Be-
deutung, die zur Verfiigung stehenden Fldchen effektiv und ressourcenschonend zu bewirt-
schaften. Neben konventionellen PflanzenschutzmafBnahmen muss in zunehmendem Malle
Wert auf alternative Pflanzenschutzkonzepte, wie eine Verbesserung des natiirlichen Re-
sistenzpotentials der Pflanzen, gelegt werden. Dafiir ist es entscheidend die Grundlagen der
natiirlichen Abwehrmechanismen der Pflanzen zu verstehen und zu verstirken. Durch
gentechnische Verdnderung von Nutzpflanzen konnte es in Zukunft moglich sein, bislang
nicht oder nur bedingt landwirtschaftlich nutzbare Fldchen, wie z. B. stark salzhaltige Bo-

den, nutzen zu kdnnen und damit die potentiellen Anbaufldchen stark zu vergréfern.

1.1 Wirt-Pathogen-Interaktionen

Pflanzen sind gegeniiber einer Vielzahl von potentiellen Krankheitserregern resistent. Nur
einem sehr kleinen Teil der Pathogene gelingt eine erfolgreiche Etablierung und Vermeh-
rung auf der befallenen Pflanze. Kann der Erreger seinen Lebenszyklus oder Teile davon
auf der Pflanze vollenden und hat er dabei einen schidigenden Effekt, spricht man von
einer kompatiblen Interaktion zwischen Erreger und Pflanze (BUCHANAN et al., 2002).
Wird das Pathogen frithzeitig gehemmt oder sogar abgetétet, gilt der Wirt als resistent und
man spricht von einer inkompatiblen Interaktion. Ein Sonderfall ist die so genannte Tole-
ranz, bei der die Pflanze trotz massiven Befalls keine wesentlichen Schidigungen aufweist
(SCHLOSSER, 1997).

So genannte Elicitoren dienen als Ausldser fiir eine Immunantwort in Pflanzen. Diese Eli-
citoren sind einerseits Oberflachenmolekiile des Pathogens oder werden von diesem sekre-
tiert. Andererseits werden wihrend der Wirt-Pathogen-Interaktion, z. B. durch hydrolyti-
sche Enzyme, Bruchstiicke der Pathogen- oder der Pflanzenzellwand freigesetzt, die als

Elicitoren wirken konnen.
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In Wirbeltieren ist die Unterscheidung zwischen eigenen und nichteigenen Substanzen die
Grundlage zur Aktivierung der angeborenen, nicht-adaptiven Resistenz (,innate
immunity). Ahnlich wie Wirbeltiere besitzen Pflanzen die Fihigkeit pathogen-assoziierte
Molekiilmuster (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) zu erkennen und auf
diese zu reagieren (FELIX et al., 1999). PAMPs sind per Definition durch ihren mikrobiel-
len Ursprung charakterisiert: sie kommen im potentiellen Wirt nicht vor und sind meist
unabdingbar fiir das Pathogen, wie pilzliche Mannane, bakterielle Lipopolysaccharide
(NURNBERGER et al., 2004) oder Flagellin (GOMEZ-GOMEZ und BOLLER, 2002).

Wiéhrend man bei Wirbeltieren angeborene und erworbene Resistenz unterscheidet und
dem Immunsystem spezialisierte Zellen wie Lymphozyten oder Makrophagen zur Verfii-
gung stehen, muss jede einzelne Pflanzenzelle in der Lage sein, Pathogene zu erkennen
und eine entsprechende Abwehrreaktion durchzufiihren. Aulerdem fehlt der Pflanze ein
System zur klonalen Rekombination, das es den Wirbeltieren ermdglicht eine Vielzahl von
Antigen-spezifischen Rezeptoren, den Antikdérpern, zu generieren. Die Erkennung von
generellen Elicitoren durch LRR-Rezeptor-Kinasen (siehe Kapitel 1.1.2) und die
Signaltransduktion iiber MAP-Kinase-Kaskaden erinnert jedoch stark an die angeborene

Resistenz bei Tieren (AsAl et al., 2002).

1.1.1 Nichtwirt-Resistenz

Die am weitesten verbreitete Form der Resistenz, die Pflanzen gegen die Mehrzahl von
potentiell pathogenen Mikroorganismen schiitzt, ist die Nichtwirt- oder Basisresistenz.
Diese Resistenzform ist dadurch gekennzeichnet, dass alle Genotypen einer Pflanzenart
dauerhaft und vollstindig resistent gegeniiber allen Genotypen eines Pathogens sind
(HEATH, 2000). Als erste Linie der Verteidigung dienen priformierte Barrieren, wie die
Zellwand oder sekundére Metabolite der Pflanze. Aber auch fehlende Voraussetzungen auf
der Seite des Wirtes konnen eine erfolgreiche Besiedelung verhindern. Fiir den obligat
biotrophen Echten Gerstenmehltaupilz (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) konnte ge-
zeigt werden, dass die Zusammensetzung des Wachses auf der Blattoberfliche eine Ein-
fluss auf die Ausbildung eines Appressoriums hat (TSUBA et al., 2002). Eine weitere wich-
tige Rolle in der Nichtwirt-Resistenz scheinen die Aktinmikrofilamente des Cytoskeletts zu
spielen. Durch spezifische Inhibierung der Aktinpolymerisation kénnen Nichtwirt-Interak-
tionen zu kompatiblen Interaktion werden (KOBAYASHI, 1997). Dies zeigt, dass neben pas-

siven auch aktive pflanzliche Mechanismen an der Nichtwirt-Interaktion beteiligt sind.
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Die Erkennung von generellen Elicitoren kann weitere Abwehrmechanismen induzieren
bzw. bereits vorhandene verstidrken (THORDAL-CHRISTENSEN, 2003). Es kann zur lokalen
Verstarkung der Zellwand am Ort des Penetrationsversuchs kommen, was zur Ausbildung
einer Papille fiihrt (THORDAL-CHRISTENSEN et al., 2000; ZEYEN et al., 2002). Aber auch
die Neusynthese von antimikrobiell wirkenden Substanzen, wie den Phytoalexinen, gehort
zu den induzierbaren Abwehrmechanismen (KIRANKUMAR und CHOONG-MIN, 2004).

Kann das Pathogen diese ersten Hindernisse jedoch iiberwinden, kann es zur Ausbildung
einer Hypersensitiven Reaktion (HR) kommen, einem schnellen programmierten Zelltod,
der auf die infizierte Zelle bzw. auf das darunter liegende Mesophyllgewebe begrenzt ist.
Diese Reaktion verhindert die erfolgreiche Etablierung des Pathogens und gleicht in Teilen
dem programmierten Zelltod in Tieren. Da die abgestorbenen Zellen hohe Konzentrationen
von antimikrobiellen Molekiilen enthalten, konnen sie nicht als Eintrittspforte fiir opportu-

nistische nekrotrophe Pathogene dienen (BUCHANAN et al., 2002).

1.1.2 Rassen-spezifische Resistenz

Im Laufe der Evolution konnte die Nichtwirt-Resistenz von einzelnen Genotypen eines
Pathogens gebrochen werden. Nach dem von FLOR (1971) vorgeschlagenen Gen-fiir-Gen-
Modell zeichnen sich virulente Pathogene durch den Besitz so genannter Pathogenesefak-
toren aus, die es dem Pathogen erlauben die Nichtwirt-Resistenz zu umgehen oder auszu-
schalten. Diese Pathogenesefaktoren sind die Produkte von Virulenzgenen. Durch Koevo-
lution kann es bei den nun suszeptiblen Wirtspflanzen zur Entwicklung von korrespondie-
renden Resistenzgenen (R-Gene) kommen, die eine erfolgreiche Erkennung des Pathoge-
nesefaktors ermoglichen. Der Pathogensefaktor wird durch die erfolgreiche Erkennung
durch den Wirt zu einem spezifischen Elicitor und sein Gen zum Avirulenzgen. Das Fehlen
oder das Vorhandensein eines nichtfunktionalen Resistenz- oder Avirulenzgens fiihrt zur
Kompatibilitit. Da nur einzelne Genotypen einer Pflanze gegeniiber bestimmten Genoty-
pen des potentiellen Pathogens suszeptibel sind, spricht man von einer Rassen-spezifischen
oder vertikalen Resistenz. Da diese meist monogen determiniert ist, kann sie meist schnell
durch das Pathogen gebrochen werden (HEATH, 1991).

Ein einfaches Modell fiir die R-Gen-vermittelte Resistenz geht davon aus, dass es sich bei
dem R-Gen-Produkt um einen Rezeptor zur spezifischen Erkennung des Avirulenz-Gen-
produktes handelt. Die Erkennung fiihrt zur Aktivierung von downstream-Elementen, die
zur schnellen Induktion von Abwehrmechanismen fiithren. Dafiir spricht, dass die meisten

bisher isolierten R-Gene eine NBS-LRR-Struktur aufweisen (MEYERS et al., 1999). Sie

3
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bestehen aus einer Nukleotidbindestelle (NBS) und einer Leucin-reichen Region (leucine
rich repeat, LRR). Die LRR-Doméne besteht aus Leucin oder anderen hydrophoben
Aminosiuren, die sich im Abstand von etwa 24 Aminosduren wiederholen. Sie bilden den
hydrophoben Kern des Proteins, wihrend die iibrigen variablen Aminosduren die expo-
nierte Oberfliche bilden, an der die Ligandenerkennung stattfindet (BUCHANAN et al.,
2002). Die Nukleotidbindestelle dient der Bindung von ATP oder GTP und besitzt regula-
torische Funktion. Oft sind R-Gene in komplexen Loci codiert, so dass durch eine erhdhte
Rekombinationsrate eine relativ hohe genetische Variabilitit entsteht (ELLIS et al., 2000).
Viele Abwehrreaktionen wiahrend der R-Gen-vermittelten Resistenz unterscheiden sich
nicht von denen der Nichtwirt-Resistenz. Auch hier kommt es u. a. zur Papillenbildung und
zum Auftreten von HR.

R-Gene gehoren zu den wichtigsten Komponenten der Pathogenerkennung in Pflanzen. Es
konnte bereits eine Vielzahl dieser Gene aus verschiedenen Pflanzenspezies isoliert und
charakterisiert werden (DANGL und JONES, 2001). Fiir Rpml, e¢in R-Gen aus Arabidopsis
thaliana, wird jedoch eine andere Funktion als die eines Rezeptors postuliert. RPM1 inter-
agiert mit RIN4, das durch die Interaktion mit AvrRpml und AvrB phosphoryliert wird
und dann als Pathogenitétsfaktor in der Pflanze wirkt. Ein Modell von MACKEY et al.
(2002) geht davon aus, dass RPM1 die Pflanze vor diesem Pathogenititsfaktor ,,schiitzt®.
Eine weitere wichtige Komponente der R-Gen-vermittelten Resistenz ist HvRarl aus
Gerste, die urspriinglich isoliert wurde, weil sie fiir die vollstindige Mla6- bzw. Mlal2-R-
Gen-vermittelte Resistenz bendtigt wird (Rar = required for mla-mediated resistance;
SHIRASU et al., 1999). HVYRARI1 besitzt zwei Zink-bindende Doménen, CHORD I und
CHORD IT (Cystein- und Histidin-reiche Doméne I und II). Diese dienen der Protein-
Protein-Interaktion. Durch den Verlust von HVRAR1 in Gerste kann es nicht mehr zur
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) und zur
Ausbildung von HR kommen (SHIRASU et al., 1999). Die genaue Funktion des Proteins ist
jedoch bislang unklar.

AZEVEDO et al. (2002) fiihrten einen yeast-two-hybrid-screen durch, um mogliche Interak-
tionspartner des homologen AtRARI1 aus A.thaliana zu identifizieren. In A. thaliana
konnten zwei auf Aminosdure-Ebene sehr dhnliche Proteine identifiziert werden. Aufgrund
ihrer Homologie zu einem Protein aus Hefe wurden sie als AtSGT1a und AtSGT1b be-
zeichnet. In Gerste wurde nur eine Kopie des Gens gefunden. Da beide Sgtl-Gene in

A. thaliana eine hohere Homologie zueinander aufweisen als zu HvSgtl geht man davon
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aus, dass es in A. thaliana erst vor relativ kurzer Zeit zu einer Genduplikation gekommen
ist (AZEVEDO et al., 2002).

In Hefe wird Sgtl fiir den Fortlauf des Ubiquitin-abhéngigen Zellzyklus benétigt. In Gerste
konnte gezeigt werden, dass HVSGT1 in Assoziation mit HVRAR1 oder mit dem SCF
Ubiquitin E3 Ligase Komplex und dem COP9 Signalosom (AZEVEDO et al., 2002; Liu
et. al., 2002) vorliegt. Eine mogliche Rolle von SGT1 in Pflanzen koénnte die Ubiquitinie-
rung, also Markierung von Proteinen sein, die als negative Regulatoren der Resistenz wir-
ken. Die Ubiquitinierung fiihrt zur Degradation der Zielproteine durch das 26S Proteasom
iber den spezifischen SCF Komplex. Da eine Interaktion von SGT1 und RAR1 mit HSP90
gezeigt werden konnte, wird aulerdem die Funktion der beiden Proteine als Cochaperone
von HSP90 diskutiert (HUBERT et al., 2003; SHIRASU und SCHULZE-LEFERT, 2003;
TAKAHASHI et al., 2003).

Durch transienten knock down konnte gezeigt werden, dass Sgtl eine wichtige Funktion
bei der Ausbildung der Mla6-spezifischen Resistenz gegeniiber Bgh hat (AZEVEDO et al.,
2002). In A. thaliana konnte unter Verwendung verschiedener Mutanten gezeigt werden,
dass SGTI1 ebenso wie RAR1 zur RPP5-abhidngigen Resistenz gegeniiber Peronospora
parasitica beitragt (AUSTIN et al., 2002). TAKAHASHI et al. (2003) konnten in einem yeast-
two-hybrid-screen zeigen, dass sowohl RARI als auch SGT1 mit HSP90 (Heat Shock
Protein 90), einem Chaperon interagieren, was auf eine mogliche Funktion von RAR1 und

SGTT als Cochaperone von HSP90 hindeutet.

1.1.3 Induzierte Resistenz

Neben den bereits erwéhnten praformierten Barrieren hat die Pflanze nach der Erkennung
des Pathogens auch die Moglichkeit bestehende physikalische und chemische Barrieren

verstiarken oder induzierbare Abwehrmechanismen zu aktivieren.

1.1.3.2 SAR

Eine besondere Form der Induzierten Resistenz (IR) ist die Systemisch Aktivierte Resis-
tenz (systemic acquired resistance, SAR). SAR wird natiirlicherweise durch Pathogene
verursacht, die eine nekrotische Reaktion der Pflanze hervorrufen, wobei eine lokale In-
fektion eine systemische Resistenz des gesamten Blattanteils der Pflanze bewirkt (ROSS,
1961). Diese Resistenzantwort ist durch eine lang anhaltende, breite Resistenz gegeniiber

viralen, bakteriellen und pilzlichen Infektionen charakterisiert.
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SAR ist abhédngig von der Akkumulation des Signalmolekiils Salicylsdure (SA; MALAMY
etal., 1990; METRAUX et al., 1990; UKNES et al., 1993) und wird durch ein typisches Ex-
pressionsmuster von Pr-Genen (Pr = Pathogenesis related) charakterisiert (VAN LOON und
VAN KAMMEN, 1970). Obwohl einige PR-Proteine antimikrobielle Wirkung in vitro auf-
weisen (VAN LOON und VAN STRIEN, 1999), ist ihre Rolle in der Abwehrreaktion nicht fiir
alle PR-Proteine eindeutig geklart, sie dienen aber als zuverldssige molekulare Marker fiir
die Aktivierung der SAR (SCHULTHEISS et al., 2003).

Mit Hilfe von verschiedenen Mutanten der Modellpflanze A.thaliana konnte der
Signaltransduktionsweg der SAR bereits recht gut aufgeklidrt werden. So wurden die
Mutanten pad4 (phytoalexin deficient 4) und edsl (enhanced disease susceptibility 1) bei
der Suche nach suszeptiblen Mutanten identifiziert (GLAZEBROOK et al., 1996; PARKER
et al., 1996). Beide Gene codieren fiir Lipase-dhnliche Proteine (FALK, et al., 1999; JIRAGE
etal., 1999) und beeinflussen ebenfalls die Resistenz, die durch R-Gene eines bestimmten
Typs vermittelt wird (FEYS et al., 2001). EDS1 und PAD4 wirken upstream von SA, indem
sie die Akkumulation von SA beeinflussen oder steuern (NAWRATH et al., 2002).

Die Bedeutung von SA bei der Auspriagung der SAR konnte durch Verwendung transgener
nahG-Pflanzen gezeigt werden. Sie exprimieren eine Salicylathydroxylase, die SA zu
Katechol abbaut und damit eine Akkumulation verhindert. Transgene Tabak- und
Arabidopsis-Pflanzen akkumulieren nach Pathogeninfektion weder SA noch PR-Proteine
und sind somit in der Ausbildung der SAR beeintrichtigt (GAFFNEY et al., 1993; DELANEY
etal., 1994). Neuere Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass der Verlust der Re-
sistenz bedingt ist durch die Produkte, die beim Abbau von SA zu Katechol entstehen (VAN
WEES und GLAZEBROOK, 2002).

Die Produktion der fiir die Auspragung der SAR wichtigen SA findet iiber den Isochoris-
mat-Stoffwechsel im Chloroplasten statt und nicht wie bislang angenommen tiber den Phe-
nylpropanoidweg (WILDERMUTH et al., 2001). WILDERMUTH et al. nehmen an, dass der
Phenylpropanoidweg fiir die schnelle SA-Synthese, die mit HR assoziiert ist, verantwort-
lich ist, wahrend der Isochorismat-Stoffwechsel fiir die anhaltende SA-Produktion wahrend
der Ausbildung der SAR zustdndig ist. Eine Verstirkung des SA-Signals findet iiber eine
positive Riickkopplung mit der Akkumulation von ROS statt (SHIRASU et al., 1997).

Durch die SA-Akkumulation kommt es in A.thaliana und Tabak zur Anderung des
Redoxpotentials der Zelle, was wiederum zu einer Konformationsédnderung des NPRI-

Proteins (non-expresser of Pr-genes) fiihrt. Die Klonierung des Gens zeigte, dass es sich
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um ein Protein mit Ankyrin-reichen Wiederholungen handelt, fiir das eine Rolle als

Transkriptionsregulator postuliert wird (CAO et. al, 1997).

Pathogen systemisches Signal

N\

R-Proteine SFD1

Expression von Pr-Genen

Resistenz

Abb 1.1: Schematische Darstellung des
Signaltransduktionsweges der SAR in
A. thaliana.

Die Erkennung eines Pathogens durch R-
Proteine bzw. die Perzeption eines bislang
unbekannten systemischen Signals iiber SFD1,
einer  Dihydroxyacetonphosphat-Reduktase,
fithrt iber PAD4 (phytoalexin deficient 4) und
EDSI1 (enhanced disease susceptibility 1) zur
SA-Akkumulation. Diese ist abhdngig von
ICS1 (Isochorismatsynthase 1; SID2) und
EDSS. Sie wird aullerdem verstérkt durch eine
positive Riickkopplung mit ROS, die durch
Erkennung des Pathogens iiber R-Proteine
verstirkt akkumuliert werden. Die SA-Akku-
mulation fiihrt zur Anderung des Redoxpoten-
tials der Zelle. Zusammnen mit der Bindung
von SA an das SA-bindende Protein 2
(SABP2) fiihrt das zur Translokalisation von
NPRI in den Kern. Die nachfolgende NPR1-,
TGA und WRKY-Transkriptionsfaktor ab-
hingige Expression von Pr-Genen und
anderen resistenzassoziierten Genen fiihrt zur
Ausbildung der Resistenz.

(verdndert nach DURRANT und DONG, 2004)

Im nichtreduzierten Zustand liegt NPR1 als hochmolekularer Proteinkomplex vor, wihrend

es durch Zugabe von reduzierendem DTT zur Monomerisierung kommt (DESPRES et al.,

2003; Mou etal.,, 2003;). Die monomere Form wird in den Nukleus transportiert

(KINKEMA et al., 2000) und interagiert dort mit TGA Transkriptionsfaktoren (ZHANG et al.,

1999; ZHou et al., 2000). Gemeinsam wirken sie als positive Regulatoren der Expression

von zahlreichen Abwehrgenen. nprl-Mutanten konnen zwar SA akkumulieren, dieses

Signal kann jedoch nicht perzipiert oder weitergeleitet werden (DELANEY et al., 1995).
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nprl-Mutanten sind auBlerdem hypersuszeptibel gegeniiber Pathogenen und die
Applikation von SA fiihrt nicht zu einer Induktion von PR1, PR2 und PRS.

Eine weitere wichtige Komponente der SA-Signalkette ist EDS5. In der eds5-Mutante wird
nach Pathogeninfektion keine SA akkumuliert (NAWRATH et al., 2002). EDS5 codiert fiir
ein Protein, das hohe Homologie zu MATE-Transportern (multidrug and toxin extrusion)
aufweist. MATE-Transporter wurden zuerst in Bakterien identifiziert und pumpen anti-
mikrobielle Substanzen im Austausch gegen Natrium-Ionen aus den Zellen (MORITA et al.,
1998). Sie konnten am Transport von SA oder einer phenolischen Vorstufe aus dem
Plastiden beteiligt sein (METRAUX, 2002). Abbildung 1.1 zeigt schematisch die
Signaltransduktionskette der SAR mit den bisher identifizierten beteiligten Genen.

Durch die relativ neue Methode der Microarray-Analysen konnen transkriptionelle Verén-
derungen, die z. B. wihrend der SAR stattfinden oder durch Pathogeninfektion ausgeldst
werden, in groBerem MaBstab untersucht werden. MALECK et al. haben 2001 etwa 7000
verschiedene ESTs (expressed sequence tag) von A. thaliana, was etwa 25-30% der ge-
samten Gene entspricht, auf ihre Expression wiahrend der SAR, bzw. SAR-dhnlichen Be-
dingungen tiberpriift. 417 der tiberpriiften ESTs zeigten nach mindestens zwei der 14 an-
gewendeten SAR-auslosenden Behandlungen im Vergleich zur Kontrollbehandlung eine
um den Faktor 2,5 verdnderte Expression, was etwa 1,5 % der untersuchten ESTs ent-
spricht. Durch Cluster-Analysen konnten sie zeigen, dass wéhrend der biologisch indu-
zierten Resistenz Transkriptionsverdnderungen dhnlich denen der frithen der Phase der
chemisch induzierten SAR. Die spétere Phase der chemisch induzierten SAR entspricht
transkriptionell der Expression der cim-Mutanten (constitutive immunity, BOWLING et al.,
1994) entspricht.

1.1.3.2 Chemisch Induzierte Resistenz

Bereits bevor die Rolle der SA bei der SAR erkannt wurde, zeigte WHITE (1979), dass die
exogene Applikation von SA Resistenz erzeugt und die Expression von Pr-Genen indu-
ziert. Man nennt dieses Phdnomen auch chemisch Induzierte Resistenz (cIR).

Spéter wurden die Funktionsanaloga von SA wie 2,6-Dichlorisonicotinsdure (DCINA) und
Acibenzolar-S-Methylester (BTH) entdeckt (METRAUX et al., 1991; Kunz etal., 1997).
Beide konnen die gleichen bzw. aufgrund ihrer geringeren Phytotoxizitit sogar noch
stirkere Effekte als SA ausldsen. BTH wurde unter dem Namen BION® in Deutschland

von Syngenta Agro GmbH (Maintal) als Resistenzaktivator vertrieben. Beide Resistenzak-
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tivatoren besitzen in vitro keine antimikrobielle Wirkung, das heif3t sie wirken nicht direkt
toxisch auf das Pathogen.

Das Auftreten von biotisch auslosbarer SAR ist in Gerste und Weizen nicht eindeutig be-
wiesen, nur wenige Arbeitsgruppen beschrieben lokale und systemisch aktivierte
Resistenzen verursacht durch vorhergehende Pathogeninokulationen (KESSMANN et al.,
1994; STICHER et al., 1997). Zudem kommt es nach der Infektion von Gerste mit Echtem
Gerstenmehltaupilz (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) nicht zu einer Akkumulation
von SA (VALLELIAN-BINDSCHEDLER et al., 1998; HUCKELHOVEN et al., 1999), was in
dikotylen Pflanzen die Voraussetzung zur Ausbildung der SAR ist. Die Resistenzaktivie-
rung von DCINA und BTH in Gerste und Weizen (KOGEL et al., 1994; GORLACH et al.,
1996) konnte jedoch gezeigt werden. Deshalb scheint es in Getreide sinnvoller anstelle von
SAR besser von cIR zu sprechen.

Durch subtraktive Suppressionshybridisierung konnten Gene identifiziert werden, deren
Expression in Gerste durch den Resistenzinduktoren DCINA und BTH verdndert wird
(BEBER etal., 2000). Neben bereits als chemisch induzierbar bekannten Genen wie
Lipoxygenase (Bcil, VOROS et al., 1998) und Thionin (Bci2, GAUSING, 1987), konnten
auch Gene identifiziert werden, deren Beteiligung an der cIR bis dahin nicht bekannt war,
unter anderem Saure Phosphatasen (Bci3 und Bci6), ein Serin-Proteinase-Inhibitor (Bci7)

und eine Apyrase (Bci9).

1.1.4 SA-unbhangige Signaltranduktion

Im Modellorganismus A. thaliana spielen neben SA auch die Signalmolekiile Jasmonat
(JA) und Ethylen (ET) eine wichtige Rolle im komplexen Signaltransduktionsnetzwerk,
das die Abwehrreaktionen von Pflanzen gegeniiber Pathogenen steuert. Allerdings spielen
diese Molekiile im Gegensatz zu SA eher eine Rolle bei der Abwehr von nekrotrophen
Pathogenen (HAMMOND-KOSACK und PARKER, 2003) bzw. sind beteiligt an der wundindu-
zierten und an der durch apathogene Rhizobakterien verursachten induzierten Resistenz
(ISR, vAN LOON et al., 1998).

Die Mutation eines F-Box-Proteins, das verantwortlich ist fiir die Ubiquitin-vermittelte
Degradation von Proteinen, COI1 (coronatine insensitive 1, XiE et al., 1998) blockiert den
JA-Signaltransduktionsweg (FEYS et al., 1994). Zur Blockade der ET-vermittleten Signal-
kaskade fiihrt eine Mutation in Ein2 (ethylene insensitive 2) einem Mitglied der Nramp
Familie der Metall-Ionen Transporter (ALONSO et al., 1999). Beide Gene sind notwendig

fiir die Abwehr-induzierte Expression eines Thionins (Thi2.1, EPPLE et al., 1995), eines
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Defensins (PDF1.2, PENNINCKX et al., 1996) und eines Hevein-like Proteins (HEL, PR4,
NORMAN-SETTERBLAD et al., 2000). Die Expression eines vegetativen Speicherproteins
(VSP) ist jedoch nicht von ET, sondern nur von JA abhingig (NORMAN-SETTERBLAD et
al., 2000), was eine Interaktion der beiden Signaltransduktionswege nahe legt, jedoch nicht
ihre vollstindige Ubereinstimmung.

Es gibt viele Hinweise, dass SA- und JA-Signaltransduktionsweg sich gegenseitig hem-
men. Die Mutation der MAP Kinase 4 z. B. blockiert die JA-induzierbare Expression von
PDF1.2 und bewirkt die konstitutive Aktivierung des SA-Signalweges (PETERSEN et al.,
2000). Das lasst zwei mogliche Schlussfolgerungen zu: die Blockierung der JA-Signalkette
hebt die Suppression des SA-Signaltransduktionsweges auf oder aber seine Aktivierung
blockiert die JA-Signalkette.

Da es jedoch Gene gibt, die sowohl durch SA als auch durch JA induziert werden konnen,
postulieren SCHENK et al. (2000), dass SA und JA auch gemeinsam wirken kdnnen.
Zwischen den verschiedenen Signaltransduktionswegen gibt es also zahlreiche positive,
aber auch negative Wechselwirkungen, die bislang nicht bis ins Detail aufgeklart sind. Die
Verflechtungen legen jedoch ein komplexes regulatorisches Netzwerk nahe, dass es der

Pflanze ermdglicht auf verschiedene Pathogeneinfliisse differenziert zu reagieren.

1.2 Das Pathosystem Gerste-Echter Gerstenmehltaupilz

Die Gerste (Hordeum vulgare) gehort zu den édltesten Kulturpflanzen und nimmt nach
Weizen, Reis und Mais den vierten Rang in der Weltgetreideproduktion ein. In den
Industrielindern wird Sommergerste hauptséchlich zur Bierherstellung verwendet, wéh-
rend die proteinreichere Wintergerste als Viehfutter dient. Da die Gerste iiber ein diploides
Genom mit 5,4 Millarden Basen verfiigt, ist sie im Gegensatz zum hexaploiden Weizen
besser als genetisches Modell fiir monokotyle Nutzpflanzen geeignet.

In den geméBigten Breiten gehort der Bgh, ein biotropher, filamentéser Ascomycet, zu den
wichtigsten Krankheitserregern der Gerste. Das Schadbild des Echten Mehltaupilzes duf3ert
sich in der Ausbildung von weiBen Pusteln auf Blittern, Halmen und Ahren. Die Pusteln
bestehen aus Pilzmyzel und Sporentragern mit Konidiosporen, die der vegetativen Ver-
mehrung des Pilzes dienen. Die Ausbreitung des Pathogens findet durch die Windverbrei-
tung der Konidien statt. Die Ascosporen spielen fiir die Epidemiologie keine oder eine
untergeordnete Rolle.

Der Infektionszyklus von Blumeria graminis beginnt mit der Landung einer Spore auf der

Blattoberfldache. Etwa 15 Minuten spéter bildet sie einen primiren Keimschlauch aus, der
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ihrer Verankerung auf der Blattoberfliche und der Wasseraufnahme dient (KUNOH et al.,
1979; CARVER und BUSHNELL, 1983). Etwa drei Stunden nach der Inokulation kommt es
zur Ausbildung eines appressorialen Keimschlauchs. Ungefdahr 12 Stunden nach Beginn
der Infektion ist das Appressorium voll ausgebildet und der Pilz versucht, ausgehend vom
Appressorium, einen Penetrationskeil durch die pflanzliche Zellwand zu treiben. Nach er-
folgter Penetration kommt es dann etwa 16 bis 20 Stunden nach der Inokulation zur Aus-
bildung eines Haustoriums mit fingerformigen Ausldufern innerhalb der Epidermiszelle
und zum Wachstum von sekunddren Hyphen auf der Blattoberfliche. Das Haustorium
dient der Erndhrung des Pilzes und ist umgeben von der eingestiilpten, noch intakten
Cytoplasmamembran der Wirtszelle. Diese wird, da sie sich im Aufbau und in der Zusam-
mensetzung von der normalen Cytoplasmamembran unterscheidet, als extrahaustoriale
Membran bezeichnet (CUTLER et al., 2000). Nach etwa fiinf bis sieben Tagen ist der
asexuelle Entwicklungszyklus des Pilzes abgeschlossen. Er bildet Konidientrdger aus, von
denen sich einzelne Konidien abschniiren, die durch den Wind verbreitet werden.
(BECKHOVE et al., 2000).

Die geschlechtliche Fortpflanzung von Bgh erfolgt in alternden Myzelien gegen Ende der
Vegetationsperiode. Dabei bilden sich schwarzbraune dickwandige Kleistothecien, die
Asci mit jeweils acht Sporen enthalten. Diese stellen zusammen mit Myzel auf Winter- und
Ausfallgetreide die Uberwinterungsform des Pilzes dar. Durch Wasseraufnahme werden
die Kleistothecien gesprengt, die Ascosporen werden ausgeschleudert und kénnen erneut
auskeimen (AGRIOS, 1997; SCHLOSSER, 1997).

Bereits wihrend der Bildung des primdren Keimschlauches durch den Pilz kommt es zu
Cytoplasma-Aggregationen unterhalb des Keimschlauches, die zur Papillenbildung fiihren
(BECKHOVE et al., 1996; HEITEFUSS, 2001). Diese ist hdufig nicht effektiv und wird vom
Penetrationskeil des Pilzes durchdrungen. Resistente Pflanzen zeigen verschiedene Ab-
wehrreaktionen, darunter die Ausbildung einer effektiven Papille, die das Eindringen des
Pilzes in die Zelle verhindert (z. B. bei Pflanzen mit dem rezessiven R-Gen mlo), oder das
aktive Absterben der attackierten Zelle bzw. des umliegenden Gewebes (HR, z. B. bei
Pflanzen mit R-Genen vom Mla-Typ), so dass dem biotrophen Pilz die Erndhrungsgrund-
lage entzogen wird.

Ein Vorteil dieses Pathosystems ist, dass man relativ leicht auf Einzelzell-Ebene die Unter-
scheidung zwischen kompatibler und inkompatibler Interaktion treffen kann. Auf dieser
Grundlage wurde von NIELSEN et al. (1999) und SCHWEIZER et al. (1999) ein transienter

Transformationsassay entwickelt. Ein Kandidatengen bzw. die doppelstringige RNA eines
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Kandidatengens wird zusammen mit einem Reportergen, z. B. GFP (griin fluoreszierendes
Protein) via Partikelbombardement in Gersten-Epidermiszellen eingebracht. Ist das
Reportergen in einer Zelle nachweisbar, wird in dieser Zelle mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch das Kandidatengen iiberexprimiert bzw. seine Expression durch den Mechanismus
der RNA Interferenz stark vermindert. Bestimmt man nun die Penetrationsrate in den
Zellen, die mit dem Kandidatengen beschossen wurden im Vergleich zu einer Kontrolle,
kann man eine Aussage iiber die Beteiligung des Gens an der Resistenzauspragung
machen.

Ein Nachteil dieses Pathosystems ist jedoch, dass es sich bei Bgh um ein obligat biotrophes
Pathogen handelt, das nicht in axenischer Kultur gehalten werden kann und das nicht bzw.
nur schwer transformierbar ist. Im Vergleich zu Ustilago maydis, dem Erreger des Mais-
beulenbrandes (KRONSTAD, 2003), gibt es deshalb vom Pathogen Bgh kaum molekular-

biologische Erkenntnisse.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die chemisch Induzierte Resistenz in Gerste ist ein unter Laborbedingungen sehr gut etab-
liertes Instrument der Resistenzerhohung gegeniiber Blumeria graminis f. sp. graminis
(Bgh). Durch die Applikation chemischer Resistenzinduktoren wie DCINA oder BTH kann
eine lang anhaltende, breit wirksame Resistenz von Getreide gegeniiber verschiedenen
Rassen des Pathogens erzeugt werden. Allerdings gibt es bei der Anwendung im Freiland
noch Probleme mit der Effizienz dieser Resistenzinduktoren. Ziel dieser Arbeit ist, in
Gerste die genetischen Grundlagen dieser Form der Resistenz genauer zu untersuchen.

Ein Fokus dieser Arbeit liegt auf der Identifizierung neuer chemisch induzierbarer Gene in
Gerste. Dazu werden so genannte Macroarrays verwendet: Nylonmembranen, auf die 1536
PCR-Produkte verschiedener Genfragmente aufgebracht wurden. Durch Hybridisierung
mit komplexen cDNA-Sonden kann die Wirkung einer bestimmten Behandlung auf die
Expression dieser Gene untersucht werden. Die als differentiell exprimiert gefundenen
Gene sollen zusammen mit bereits bekannten Genen sowohl aus Gerste, als auch aus
anderen Pflanzen beziiglich ihres Einflusses auf die Resistenzausprigung der Gerste
gegeniiber Bgh untersucht werden. Zu diesen Genen gehoren verschiedene chemisch indu-
zierbare Gerstengene (Bci-Gene), sowie sequenzhomologe Gerstengene verschiedener an
der SAR beteiligter Gene aus A. thaliana, wie Eds5 und Sgtl. Der Einfluss der transienten
Uberexpression bzw. des transienten knock downs der verschiedenen Gene soll mittels
Partikelbombardement untersucht werden.

Zur funktionellen Uberpriifung des Bci4-Gens in Getreide stehen putativ stabil transgene
To-Gersten- und Weizenpflanzen zur Verfiigung, die Bci4 konstitutiv iiberexprimieren. Das
Resistenzverhalten dieser Pflanzen, besonders gegeniiber Bgh, untersucht werden, soll in
Abhingigkeit ihres transgenen Status liberpriift werden.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung von Genen, die an der Ausbildung der che-
misch Induzierten Resistenz ursédchlich beteiligt sind. Dies fiihrt zu einem besseren Ver-
standnis der Induzierten Resistenz in Getreide. Die Gene konnen als Kandidaten fiir stabile
Transformationen dienen, mit dem Ziel einer deutlichen Erh6hung der Resistenz der Pflan-

zen gegeniiber verschiedenen Pathogenen.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Bei den in dieser Arbeit verwendeten anfilligen Gerstensorten handelte es sich um Ingrid
Wildtyp (IngridWt, zur Verfiigung gestellt von James McKey, University of Uppsala,
Schweden), Pallas (Lisa Munk, Department of Plant Pathology, Royal Veterinary and
Agricultural University, Kopenhagen, Dénemark) und Golden Promise (zur Verfiigung
gestellt von Fredi Altpeter, IPK Gatersleben). Die verwendeten anfilligen Weizensorten
waren Kanzler (Saatzucht Engelen-Biichling oHG, Biichlingen/Oberschneiding) und
Bobwhite (ebenso wie Golden Promise zur Verfiigung gestellt von Fredi Altpeter, IPK
Gatersleben).

Das verwendete transgene Saatgut wurde von Fredi Altpeter (IPK Gatersleben) generiert
und zur Verfiigung gestellt. Transformiert wurden die Gerstensorte Golden Promise mittels
Agrobakterium-vermittelter Transformation und die Weizensorte Bobwhite durch Partikel-
bombardement. Die Abbildung 2.1 zeigt den Vektor pYF133, der zur Transformation von
Gerste verwendet wurde.

Zur biolistischen Erzeugung von transgenem Weizen wurde der Vektor plJFnpt Il
(ALTPETER und Xu, 2000) verwendet. Er enthdlt das Resistenzgen Neomycin
Phosphotransferase (npt Il) unter der Kontrolle des Ubiquitin-Promotors aus Zea mays. Der
Vektor wurde mit einem Konstrukt, das Bci4 unter der Kontrolle des Ubiquitin-Promotors

(nos-Terminator) enthélt, kotransformiert.

2.1.1 Pflanzenanzucht

Gersten- und Weizenpflanzen, die fiir Expressionsstudien verwendet werden sollten, wur-
den fiir 48 Stunden auf einem feuchten Filterpapier in Petrischalen bei Raumtemperatur
und im Dunkeln vorgekeimt. Einheitlich gekeimte Samen wurden in Einheitserde Typ
ED 73 (Einheitserde- und Humuswerke Gebr. Patzer GmbH + Co. KG, Sinntal-Jossa) je-
weils zu fiinft in eine Reihe an den Rand des Topfes (Vierkanttopf 7x 7 cm, etwa 200 ml
Topfvolumen) gelegt und mit einer diinnen Erdschicht bedeckt. Die Pflanzen wuchsen
dann fiir weitere fiinf Tage in einem Klimaschrank (Percival Scientific, CLF Laborgerite,
Emersacker, 16-18 °C, 50-60 % Luftfeuchte, 16 Stunden Lichtperiode mit ca. 33 pmol m

%5 und wurden regelmiBig mit Leitungswasser gegossen. Pflanzen fiir den
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Abb. 2.1:  Vektorkarte von pYF133. Der Vektor pYF133 wurde fiir den Agrobakterium-vermittelten Gentransfer in
Gerste verwendet. Die Modifikation des Vektors erfolgte indem GFP durch Bci4 ersetzt wurde. Als Selekti-
onsmarker dient das Gen Hygromycin B Phosphotransferase unter der Kontrolle des CaMV35S Promotors.

Die Expression von Bci4 wird durch den konstitutiven Ubiqutin-Promotor aus Zea mays gesteuert.

transienten Transformationsassay, die vor dem Beschuss mit Acibenzolar-S-Methylester
(BTH, Syngenta; Maintal; siche Kapitel 2.1.3) bzw. der Leerformulierung WG (wasser-
dispergierbares Granulat) behandelt wurden, wurden in 7x 7cm grofle Topfe gepflanzt,
wihrend unbehandelte Pflanzen in 11x 11 cm groBen Vierkantdpfen angezogen, wurden.
Auf das Vorkeimen wurde in diesem Fall verzichtet, 30 bis 50 bzw. 100 bis 150 Koérner
wurden direkt in den Vierkanttopf gegeben und bei hoheren Lichtintensitéten
(140 pmol m™s™) bei 20 °C im VB1514 Klimaschrank der Firma Voetsch Industrietech-
nik, Balingen-Frommern angezogen. BTH- bzw. WG-behandelte Pflanzen wurden nach
der Behandlung im Klimaschrank von Percival Scientific weiterkultiviert.

Fiir die Vermehrung der transgenen Pflanzen wurden die Korner wie oben beschrieben
vorgekeimt und fiir etwa 14 Tage in kleinen Topfen (@ 5,5cm) bei 16-18 °C, 50-60 %
Luftfeuchte und 33 pmol m™s™ angezogen. Dann wurden ein bis zwei Pflanzen in groBere
Topfe (O 21 cm) in Fruhstorfer Erde, Topferde Typ 3 (Archut Industrie-Erdenwerk GmbH
& Co. KG, Lauterbach-Wallenrod) umgetopft und in einer Gewéchshauskabine kultiviert

(Temperatur > 18 °C, da keine aktive Kiihlung vorhanden war). Es wurde Wert darauf
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gelegt die Vermehrung der Pflanzen im zeitigen Friihjahr zu beginnen, um in frithen
Wachstumsstadien hohe Temperaturen zu vermeiden. Durch zusétzliche Beleuchtung wur-
den mindestens 500 umol m™?s™ erzeugt. Eine eventuelle Fremdbefruchtung wurde ver-
hindert, indem die Einzelihren zu Beginn des Ahrenschiebens in Tiiten gesteckt wurden.

Die Pflanzen wurden regelmifig mit Leitungswasser gegossen.

2.1.2 Pathogene und Inokulation

Der in dieser Arbeit verwendete Gerstenmehltaupilz, Blumeria graminis f. sp. hordei
(Bgh), Rasse A6, besitzt u. a. die zu den Resistenzgenen MIg und Mlal2 korrespondieren-
den Avirulenzgene und wurde von Jorn Pons-Kithnemann, Institut fiir Biometrie, JLU
GieBen, zur Verfiigung gestellt. Bei dem verwendeten Weizenmehltaupilz, B. graminis
f. sp. tritici (Bgt), handelte es sich um ein Feldisolat, das 1995 von Ulrich Beckhove (IPAZ
GieBen) in Aachen isoliert wurde.

Die Erhaltung des Pilzes fand auf entsprechenden suszeptiblen Sorten, wie IngridWt bzw.
Pallas oder Kanzler statt. Die Nachzucht des Pathogens erfolgte in Klimakammern (16-
18 °C, 60 % relative Luftfeuchte, 16 h Lichtperiode mit ca. 60 uE s’ m?). Sieben Tage alte
Pflanzen wurden unter einem Inokulationsturm inokuliert und konnten nach sieben Tagen
zur erneuten Inokulation verwendet werden.

Zur Sondenherstellung wurden sieben Tage alte Gerstenkeimlinge mit etwa 20 Konidien
pro mm’ Blattfliche inokuliert und zu den angegebene Zeitpunkten geerntet. Fiir
makroskopische Untersuchungen wurde eine Sporendichte von etwa drei bis fiinf Sporen
pro mm’ verwendet. Alle Inokulationen wurden unter Verwendung eines Inokulations-

turms durchgefiihrt.

2.1.3 Behandlung der Pflanzen

Die Behandlung der Pflanzen mit Jasmonséure-Methylester (MeJA) erfolgte durch floaten
von Blattsegmenten sieben Tage alter Gerstenpflanzen auf MeJA-Ldosung (45 uM) bzw.
Leitungswasser (Kontrollbehandlung).

Fiir Kinetiken wurde 20 ppm BTH bezogen auf das Bodenvolumen iiber den Boden appli-
ziert. Die Kontrollpflanzen wurden mit der entsprechenden Menge WG behandelt. Die
Pflanzen wurden zu bestimmten Zeitpunkten nach der Behandlung geerntet, in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -70 °C aufbewahrt. Fiir die Untersuchung verschiedener
Blattgewebe wurde zu verschiedenen Erntezeitpunkten die Epidermis der abaxialen Blatt-

spreite von Gerstenprimérbléttern abgezogen und getrennt vom restlichen Blattgewebe
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(Mesophyll und Epidermis der adaxialen Blattspreite) entsprechend eingefroren und auf-
bewabhrt.
Fiir transiente Transformationsassays wurden die Pflanzen 48 Stunden vor dem Bombar-

dement mit 60 ppm BION® behandelt.
2.2 Vektoren

221 pGEM®-T

Dieser Vektor ist Bestandteil des Kits pGEM®-T Vector Systems von Promega, Madison,
USA. Er ist besonders zur Klonierung von PCR-Produkten geeignet, weil er fiir T/A-Klo-
nierungen eingesetzt werden kann. Er enthilt ein f-Lactamase-Gen, das Resistenz gegen-
tiber dem Antibiotikum Ampicillin verleiht und besitzt unter anderem zur Herstellung dop-
pelstrangiger RNA (dsRNA; siehe Kapitel 2.4.1) jeweils auf einer Seite des Polylinkers
einen Promotor fiir die RNA-Polymerasen SP6 bzw. T7. Die Restriktionsschnittstellen der
multiple cloning site (MCS) konnen fiir weitere Klonierungen verwendet werden. Abbil-
dung 2.2 zeigt die Vektorkarte von pGEM"-T.

Xmn | 1994

Scal 1875 \ gﬁggeg
; T7
f1 ori 1 1 start
Apal 14
Aatll 20
Amp” B | 5
m 5
P PGEM®-T ez Neol | 37
Vector 71 Sacll 46
(3000bp)
Spe | 55
Not | 62
BstZ | 62
Pst| 73
Sal | 75
Nde | 82
Sac | 94
ori BstX1 [103
Nsi | 112
T ses |12

Abb. 2.2: Vektorkarte von pGEM®-T (Promega, Madison, USA). Dargestellt ist das Gen fiir Ampicillinresistenz
(Amp"), das lacZ-Fragment und zwei Replikationsstartpunkte (ori). Rechts ist die MCS mit den vorhandenen

Restriktionsschnittstellen schematisch dargestellt.
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222 pGY-1

Der Vektor pGY-1 ist ein auf pUCI18 basierender Pflanzentransformationsvektor
(SCHWEIZER et al., 1999). Die Selektion in Bakterien ist iiber Ampicillin moglich, da das
entsprechende Resistenzgen vorhanden ist. Die Karte des Vektors ist in Abbildung 2.3 ge-

zeigt.

ECcoRI (1)

CaMV35S

Xmal (554)

Smal (556)

Pstl (586)

SphI (591)
CaMV35S-Terminator
EcoRI (797)

HindIII (803)

Ampicillin-Resistenz

Abb. 2.3:  Vektorkarte des Pflanzenexpressionsvektors pGY-1. Der Vektor besitzt einen CaMV35S-Promotor und
-Terminator. Diese flankieren die MCS, die zum Einklonieren von Genen verwendet wird. Zur Selektion be-

sitzt der Vektor ein Ampicillinresistenzgen.

Das Plasmid enthélt den konstitutiven 35S Promotor aus dem Cauliflower mosaic virus
(CaMV35S) und den entsprechenden Terminator. In die MCS zwischen diesen beiden
Elementen kann ein Kandidatengen kloniert werden. Zur Verwendung des Plasmids als
Reporter im transienten Assay wurde anstelle des Kandidatengens das Gen des griin fluo-
reszierenden Proteins (GFP) einkloniert. Das Plasmid wurde von Patrick Schweizer, IPK

Gatersleben, zur Verfiigung gestellt.
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2.2.3 pCR®Blunt

Der Vektor pCR® Blunt (invitrogen, Karlsruhe) wurde verwendet, um die fiir die
Macroarrays isolierten cDNAs zu klonieren (siche SCHAFER, 2003). Die normalisierten
cDNAs wurden tiber die Notl-Schnittstelle in den Vektor eingefiigt. Die transformierten
Bakterien wurden vom IPK Gatersleben als Glycerolstocks in HMFM-Mediun (siehe Ka-
pitel 2.8) zur Verfiigung gestellt. Abbildung 2.4 zeigt die Vektorkarte von pCR”® Blunt

zusammen mit einem Teil der MCS-Sequenz.

M13 Revarse priming sita Mlul
201 CACHCAGGARL ACAGCTATGR CLATGATTAC GCCARAGCTAT TTAGGTIGACG

TGTETCCTT TGTCGATACT GSTACTRATG CGGTTCGEATA ARTCCRACTGC GCRATCTTAT

Nsil Hind 11 Kr:lﬂl Sac| BamH | Spal
CTCRAGCTAT GCATCRRAGCT TGETACCGRG CTCGGATCCR CTAGTARCGE CCGCCAGTGT
GAGTTCGATA CGTAGTITCGR ACCATGGCTC GRGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACR

EI:‘?R I Ectliﬂ | P«i{ | E&IORV
CGACCTIRAG TCC Blunt PCR Product GGACTTAAGL CGTCTAT
-"'f-l‘” iﬁ'i“ m"ll Jlff‘al -"Ola 1 T7 pramcterpriming sits

CCTATAGTGR
GGATATCACT

TGECGGECCGC TCEAGCRTGC ATCTAGAGGG CCCRAATTCH

BRCCECCEGEC05 AGCTCGTACG TAGATCTICCC GGETTRAGCE

M13 Forward (-20) priming site
C BATTCHCIGG CCGETCGITTIT ACRACGICGT GACTGGGRAR RCCCTIGGCGT 470
GACC GGCAGCRARD THITGCAGCAR CIGACCCITT TGGEGACCGCA

TTLLC
I'ladls

pCR®-Blunt
3.5kb

?
2
3
s
g

Abb. 2.4: Vektorkarte des Vektors pCR®-Blunt (invitrogen, Karlsruhe). Das Plasmid enthilt ein
Kanamycinresistenzgen zur Selektion in Bakterien. Die cDNAs fiir die Macroarrays wurden iiber die Notl-

Schnittstelle einligiert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wie Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR),
Restriktionsverdau, Ligation, Plasmidpréparation etc. wurden falls nicht anders angegeben

nach SAMBROOK et al. (1989) bzw. AUSUBEL et al. (1999) oder entsprechend der Herstel-
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lerangaben durchgefiihrt. Im Folgenden werden nur spezielle Anwendungen detailliert be-

schrieben.

2.3.1 Southern Blot

Als "blotten" bezeichnet man eine Technik, bei der eletrophoretisch aufgetrennte Nuklein-
sduren oder Proteine von einem Gel auf eine Filtermembran {ibertragen und dort durch
adsorptive oder kovalente Bindung immobilisiert werden. Auf dieser Membran konnen die
Nukleinsduren oder Proteine dann verschiedenen Nachweisreaktionen unterzogen werden.
Diese Methode wurde von SOUTHERN (1975) zur Untersuchung von DNA entwickelt
(Southern Blot) und spiter auch fiir RNA (Northern Blot) und Proteine (Western Blot)
adaptiert.

Die Methode des Southern Blottings dient der Bestimmung der Kopienzahl eines be-
stimmten Gens in einem Genom. Bei transgenen Pflanzen ldsst sich die Haufigkeit der

Integration des Transgens in das Wirtsgenom iiberpriifen.

2.3.1.1 DNA-Extraktion

Mit Hilfe von fliissigem Stickstoff homogenisiertes Pflanzenmaterial wurde in 6 ml vor-
gewdrmtem DNA-Extraktionspuffer gelost und fiir eine Stunde bei 60 °C inkubiert. An-
schlieBend wurden 6 ml Chloroform/Isoamylalkohol/Ethanol (80:4:16) zugegeben und
beides durch Invertieren gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch fiinfminiitige Zentri-
fugation bei 3000 g des Gemischs bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde in ein fri-
sches Gefdf iiberfithrt und zur Préizipitation mit einem Volumen Isopropanol versetzt. Das
DNA-Pellet wurde nach dem Waschen mit 70 % Ethanol in 1 ml TE-Puffer aufgenommen.
Zur Entfernung von RNA-Kontaminationen wurde der DNA-Losung 0,1 pg RNase zuge-
setzt und diese fiir mindestens 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur Fillung der DNA wur-
den 0,1 Volumen 3 M Natriumacatat (pH 5,2) und 2 Volumen eiskaltes Ethanol zugege-
ben. Nach dem Mischen wurde die Losung bei -20 °C fiir 20 Minuten inkubiert. Anschlie-
Bend wird das DNA-Pellet in ein frisches GefaB iiberfiihrt, erneut mit 70 % Ethanol gewa-
schen, getrocknet und in 500 ml TE-Puffer (siche SAMBROOK et al., 1989) gelost. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch und wurde im Agarose-Gel unter Ver-

wendung einer DNA-Ldsung mit bekannter Konzentration iiberpriift.
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* DNA-Extraktionspuffer

100 mM  Tris HCI pH 8,0
20mM  EDTA
500mM  NaCl

1,5 % SDS

Alternativ wurde zur Extraktion von genomischer DNA das Kit ,,nucleon PhytoPure* von

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.3.1.2 DNA-Immobilisierung durch aufwartsgerichteten Kapillartransfer

Vor der Auftrennung im Agarose-Gel wurden jeweils 25 ug DNA mit 30 u der Restrikti-
onsenzyme BamHI und HindIII (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) iiber Nacht bei 37 °C ver-
daut. Die Proben wurden wie in Kapitel 2.3.3.1 beschrieben gefillt, gewaschen und an-
schlieBend in 40 pul TE-Puffer aufgenommen. Die Proben wurden iiber Nacht in einem
0,8 %igen Agarose-Gel aufgetrennt. Vor dem Blotten wurde die DNA im Gel durch
20miniitiges Inkubieren in 0,25 M HCI depuriniert. Die Denaturierung der DNA erfolgte
durch 45miniitiges Schiitteln des Gels in einer Losung aus 1,5 M NaCl und 0,5 M NaOH.
AnschlieBend wurde das Gel griindlich mit A. bidest gewaschen und zur Renaturierung der
DNA fiir 45 Minuten in einem Puffer aus 1 M Tris-HCI (pH 7,4) und 1,5 M NacCl inku-
biert. Der Puffer wurde wihrend der Inkubation einmal gewechselt. Zum Blotten der DNA
auf eine Hybond N+-Membran (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) wurde
20x SSC verwendet und ein Aufbau gewihlt, wie von AUSUBEL et al. (1999) gezeigt. Das

Blotten erfolgte iiber Nacht bei Raumtemperatur.

2.3.1.3  Sondenherstellung und Hybridisierung

Zur Sondenherstellung wurden Ready-To-Go DNA Labelling Beads von Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die
Sonde wurde mit a-32P-dCTP (10 pCi/ul; Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg) markiert und nach der Synthese mit Hilfe einer MicroSpin G-25 Séule
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) aufgereinigt. Die Hybridisierung der
Filter erfolgte fiir vier Stunden bei 65 °C unter Verwendung des Rapid-hyb Puffers von
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg. Nach der Hybridisierung wurde der Filter
fiir 20 Minuten bei 65 °C mit 2x SSC mit 0,1 % SDS und anschliefSend fiir 20 Minuten bei
65 °C mit 0,5x SSC mit 0,1 % SDS gewaschen. Die Exposition der Filter erfolgte liber
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Nacht auf Fuji BAS-MS 2025 screens. Diese wurden mit einem Molecular Imager FX
phosphoimager (BIO-RAD, Miinchen) ausgelesen.

2.3.2 Northern Blot

Mit Hilfe der Northern Analyse konnen RNA-Molekiile aus der Gesamt-RNA eines Ge-
webes spezifisch nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression
des Transgens in verschiedenen transgenen Linien iiberpriift.

Etwa 200 mg fein gemdrsertes Pflanzenmaterial wurden in 1,5 ml RNA-Extraktionspuffer
homogenisiert. Dann wurden 200 ul Chlorform zugegeben und der Ansatz gut durch-
mischt. Die Mischung wurde fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert und dabei mehrfach gut
durchmischt. Anschliefend erfolgte eine Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 4 °C und
20000 g. Der Uberstand wurde zu 850 pl Chloroform gegeben, gut durchmischt und erneut
bis zur Phasentrennung zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einem Volumen Isopropanal
versetzt, gut gemischt und iiber Nacht bei -20 °C inkubiert. Zur Prézipitation wird die Mi-
schung bei 4 °C und 20000 g fiir 30 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal in
900 pl 70 % Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 50 ul A. bidestpepe aufgenom-
men. Die Auftrennung der RNA im denaturierenden Agarose-Gel, die Immobiliserung der
RNA auf eine Nylonmembran und die anschlieBende Hybridisierung erfolgten wie von

BEBER et al. (2000) beschrieben.

* RNA-Extraktionspuffer

35 % Phenol

0,8 M Guanidiniumthiocyanat

0,4 M Ammoniumthiocyanat

0,1 % Natriumacetat (pH 5,0)
5% Glycerol

2.3.3 Western Analyse

Mit Hilfe des Western Blots konnen selbst geringe Mengen eines bestimmten Proteins im-
munologisch nachgewiesen werden. Dies erfolgt mittels Bindung eines spezifischen Anti-
korpers an das auf einer Membran fixierte Protein. Die Detektion erfolgt meist iliber einen
zweiten Antikorper, der gegen den konstanten Bereich des ersten Antikorpers gerichtet ist

und an den eine Alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Dieses Enzym bewirkt eine Reak-
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tion des Substrates 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat/Nitro Blue Tetrazolium
(BCIP/NBT) zu einem violetten Farbstoff, der auf der Membran sichtbar wird.

Die Western Analyse erfolgte wie von BEBER (2001) beschrieben. Zum Nachweis des
BCI4-Proteins wurde ein nicht aufgereinigtes Serum eines Kaninchens verwendet, das mit
heterolog exprimiertem BCI4-Protein immunisiert wurde (Serum SA8458, Eurogentec,

Herstal, Belgien).

2.4 Transiente Transformation mittels Partikelbombardement

Zur Uberpriifung der Funktion verschiedener Gene in der Interaktion Gerste/Echter Gers-
tenmehltaupilz wurde das von NIELSEN et al., (1999) und SCHWEIZER et al. (1999) entwi-
ckelte und von SCHULTHEISS et al. (2002) und SCHULTHEIS (2003) fiir Gerste optimierte
Protokoll fiir die transiente Transformation verwendet. Fiir Uberexpressionsexperimente
wurde ein Plasmid, welches das zu untersuchende Gen unter der Kontrolle eines konstitu-
tiven Promotors (CaMV35S) enthélt zusammen mit dem Reportergen GFP in Epidermis-
zellen geschossen. Zur Analyse des Ausfalls bzw. knock down eines Gens wurde die
dsRNA des Kandidatengens zusammen mit dem Reportergen GFP in dem Vektor pGY1

fiir die Transformation verwendet (siche Kapitel 2.2.2).

2.4.1 Herstellung doppelstrangiger RNA

Die zu untersuchenden Gene bzw. Genfragmente wurden in pGEM®-T (siche Kapitel
2.2.1) einkloniert, da dieser Vektor zwei verschiedene, die MCS flankierende Promotoren
enthilt, die von den verwendeten RNA-Polymerasen benétigt werden. Fiir die Herstellung
der beiden einzelstringigen RNAs durch run off-Transkription werden zwei unterschied-
lich linearisierte Plasmide benétigt. Die Restriktionsansidtze wurden mit Enzymen durchge-
fiihrt, die nicht im Insert schneiden, aber jeweils hinter dem Insert vom jeweiligen RNA-

Polymerase-Promoter (T7- und SP6-RNA-Polymerase) aus gesehen liegen.

* Verdau der Plasmide

10,0 ng Plasmid
3,0 ul  10x Puffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
1,5 ul  Restriktionsenzym (10 u/pl, MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

ad 30,0 ul  A. bidestpgpc

Die Ansdtze wurden fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Mit einem 2 ul Aliquot wurde

die Vollstindigkeit des Verdaus in einem Agarose-Gel iiberpriift. Der restliche Ansatz
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wurde mit 170 pl A. bidest und 200 ul Roti®~Phenol/Chloroform (Carl Roth GmbH + Co,
Karlsruhe) versetzt und fiir 10 Minuten bei 21000 g und 4 °C zur Phasentrennung zentrifu-
giert. Die obere Phase wurde mit 100 %igem Ethanol versetzt, 20 Minuten auf Eis inku-
biert und anschlieBend fiir 30 Minuten bei 21000 g und 4 °C prézipitiert. Der Ethanol
wurde abgenommen und das trockene Pellet in 10 pul A. bidest,c aufgenommen. Die an-
schlieBende in vitro-Transkription generierte die beiden RNA-Einzelstringe (Sense und

antisense).

* in vitro-Transkription

2,0 ul linearisiertes Plasmid

8,0 ul  5x Transkriptionspuffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

1,0 ul  RNase-Inhibitor (40 u/ul, MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

5,0 ul 10 mM NTPs

2,0 ul RNA-Polymerase (T7 oder SP6; 20 u/ul, MBI Fermentas, St.
Leon-Rot)

ad 40,0 ul  A. bidestpgpc

Die Ansétze wurden fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Von jedem Ansatz wurden 2 pl
abgenommen und fiir eine spitere Uberpriifung im Agarose-Gel aufbewahrt. Die restlichen
Ansétze wurden vereinigt, fiir fiinf Minuten bei 95 °C denaturiert und anschlieend durch
langsames Abkiihlen zur Bildung eines RNA-Dopplestranges gebracht. Dieser wurde zu-
sammen mit den beiden Einzelstrdngen aus der in vitro-Transkription auf einem Agarose-
Gel tiberpriift.

Fiir die photometrische Konzentrationsbestimmung der dSRNA wurden 4 pl des Ansatzes
mit 6 ul A. bidestpeee, 1 ul 3 M Natriumacetat und 25 pl Etanol zusammengegeben, 10 min
bei 21000 g und 4 °C zentrifugiert und das Pellet in 400 pl A. bidestygyc resuspendiert.

2.4.2 Vorbereitung und Beschichtung der Microcarrier

Als Microcarrier wurden Wolrampartikel (M17; @ 1,1 um; BioRad; Miinchen) verwendet.
55 ng dieser Partikel wurden zweimal mit jeweils 1 ml A. bidest und einmal mit 1 ml
100 % Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurden 2 ml 50 %iges Glycerol hinzuge-
geben und die Partikel anschliefend mit DEPC behandelt. Sie wurden dann bis zur Ver-
wendung bei 4 °C aufbewahrt.

Vor Gebrauch wurden die Wolframpartikel gut durchmischt und fiir zehn Minuten im

Ultraschallbad sonifiziert. Dann wurden das zu transformierende Testgen bzw. die dsSRNA

25



MATERIAL UND METODEN

mit dem Reporterplasmid zugesetzt. In den RNAi-Experimenten diente dsRNA des
humanen Thyroidrezeptors (TR) als Kontrolle (SCHULTHEISS et al., 2002) AnschlieBend

wurde tropfenweise 1 M Calciumnitrat (pH 10) zugegeben.

* Microcarrier-Beschichtung fiir RNAI (pro Schuss)

12,5 ul  Wolframpartikel

0,5 ug pGYI1-GFP

2,0 ug dsRNA des Testgens bzw. des TR
12,5 ul 1 M Ca(NO,),, pH10

* Microcarrier-Beschichtung fiir Uberexpression (pro Schuss)

12,5 ul  Wolframpartikel

0,5png pGY1-GFP

0,8 ug pGYI1-Testgen bzw. pGY1
12,5 ul 1 M Ca(NOs),, pH10

Der Ansatz wurde fiir 10 Minuten auf Eis (RNAi) oder bei Raumtemperatur (Uberexpres-
sion) inkubiert, kurz zentrifugiert und so viel Uberstand abgenommen, dass pro Schuss
6 ul verbleiben. Etwa 4 cm lange Blattsegmente von sieben Tage alten Gerstenpflanzen der
Sorten Pallas oder IngridWt wurden in Petrischalen (@ 6,0 cm) mit 0,5 %igem Phytagar
(GIBCO BRL Life Technologies oder BD Biosciences, Karlsruhe) ausgelegt. Pro Ansatz
wurden 6 Schalen vorbereitet. Die Blétter wurden mit einer Plastikschablone in der Petri-
schale fixiert, die dann auf den Boden einer Vakuumkammer gestellt wurde. Der an der
Kammerdecke angebrachte Macrocarrier (Plastik-Sterilfilterhalter, 13 mm, Gelman
Sciences, Swinney, UK) wurde mit den priparierten Wolframpartikeln beladen. Mit einer
Membranvakuumpumpe wurde der Druck in der Kammer um 0,9 bar reduziert und die
Partikel mit 9 bar Heliumgasdruck durch ein Nylonnetz (Maschenweite 0,2 mm, Millipore,
Eschborn) als Diffusor (5 cm iiber dem Boden, 11 ¢m unterhalb des Macrocarriers) auf die
Blétter geschossen. Sofort danach wurde die Kammer beliiftet.

Vier oder 24 Stunden nach dem Bombardement wurden die beschossenen Segmente mit

etwa 100 Konidien pro mm’ Gerstenmehltaupilz der Rasse A6 inokuliert.

2.4.3 Mikroskopische Auswertung

48 Stunden nach der Inokulation erfolgte die mikroskopische Auswertung der Versuche

mit Hilfe eines Auflichtfluoreszenzmikroskops (Axioplan, Zeiss, Jena). Die pilzlichen
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Strukturen auf der Blattoberfliche wurden durch etwa 30sekiindiges Eintauchen in eine
0,3 %ige Calcofluorldsung (Fluorescent Brightener 28, Sigma) angefirbt. Uberschiissiges
Calcofluor wurde durch kurzes Eintauchen der Blétter in Wasser entfernt. Danach wurden
die Blattsegmente mit der adaxialen Seite nach oben auf einen Objekttriger gebracht und
nach Zugabe von 50 %igem Glycerol mit einem Deckglas luftblasenfrei abgeschlossen.
Unter Fluoreszenzanregung (Quecksilberhochdrucklampe, HBO 50 W, Osram) wurden die
Préaparate bei 100facher VergroBerung und mit Hilfe eines GFP-Filters (Anregungsfilter
420 nm, Farbteiler 493 nm, Sperrfilter 505— 530 nm) zunéchst nach GFP-Zellen abgesucht.
Interaktionen transformierter Zellen mit dem Pilz wurden mit 400facher VergroBerung und
unter Verwendung eines Calcofluorfilters (365 nm/395 nm/420 nm) bzw. des Durchlichts
(Halogenlampe, 12 V, 100 W) charakterisiert. Die Penetrationsrate wurde als Quotient der

Summe der penetrierten Zellen und der Summe aller Interaktionsstellen errechnet.

2.5 Préaparation der Dotblots

Bei so genannten Dotblots handelt es sich um auf Nylonmembranen, auf die PCR-Produkte
verschiedener Gene aufgebracht wurden. Im Gegensatz zu Micro- oder Macroarrays han-
delt es sich nur um eine relativ kleine Anzahl von PCR-Produkten, in diesem Fall 96. Da
die Herstellung einfach ist, konnen sie leicht in groBerer Anzahl individuell hergestellt
werden. In dieser Arbeit wurden sie zur Uberpriifung der Expressionsmuster von Kandi-
datengenen verwendet. Zur Gewinnung der entsprechenden Plasmide wurden die vom IPK
Gatersleben zur Verfiigung gestellten Klone (sieche Kapitel 2.2.3) verwendet. Diese befin-
den sich in 386 well Mikrotiter-Platten und werden bei -70 °C in HMFM-Medium aufbe-
wahrt. Zur Mini-Priparation wurde das NucleoSpin® Plasmid Kit der Firma Macherey-
Nagel (Diiren) verwendet. Zur Amplifikation wurde 1 pl Plasmid in die unten beschriebene
PCR-Reaktion eingesetzt. Die Liste der gespotteten Klone findet sich in Tabelle 8.3 im
Anhang.

* PCR-Ansatz

10,0 ul  10x PCR-Puffer

10,0 ul  dANTP-Mix (2mM)

10,0 pl  U/R-Primer-Mix
0,2 ul  SupraTherm Tag-Polymerase (5 u/pl, Genecraft, Miinster)
1,0 pl  Plasmid

ad 100,0 ul  A. bidest.
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Die Reaktion wird im GeneAmp® PCR System 9700 von Applied Biosytems (Foster City,
USA) nach dem folgenden Programm durchgefiihrt.

3min 94 °C
40 sec 94 °C

40 sec 56 °C
1 min 72°C

35 Zyklen

Tmin 72 °C

Ein Volumen von 5 pl wurde zur Uberpriifung der Reaktion in einem Agarose-Gel aufge-
trennt. Zu dem restlichen Volumen wurden 200 pl 6x SSC und 2 ul 5x DNA-Ladepuffer
gegeben. Vor dem Aufbringen auf die Membran wurde das PCR-Produkt fiir 10 Minuten
bei 96 °C denaturiert. Die PCR-Produkte wurden mittels eines Bio-Dot® Microfiltration
Apparatus (BIO-RAD, Miinchen) auf Hybond N' Membran (Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg) aufgebracht. Die Verwendung erfolgte laut Anleitung des Her-
stellers. Die Membran wurde mit 6x SCC angefeuchtet, in die Bio-Dot"-Apparatur einge-
legt und nach deren Zusammenbau mit 50 pl 6x SSC gewaschen. Dann wurde die denatu-
rierte DNA durch Applikation eines Vakuums auf die Membran gebracht. Diese wurde
anschlieBend nochmals mit 200 ul 6x SSC gewaschen. Vor der Hybridisierung wurde die
DNA durch UV-cross-linking (2x 125 mJoule) mit dem GS Gene Linker (BIO-RAD,
Miinchen) auf der Membran fixiert.

Die Hybridisierung und Auswertung erfolgte in Kapitel 2.6 beschrieben.

* 5x DNA-Ladepuffer

Der 5x DNA-Ladepuffer setzt sich aus einem Volumen 10x Farbmarker und einem Volu-
men 10x TBE (SAMBROOK et al., 1989) zusammen.

» 10x Farbmarker

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (w/v) Saccharose
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* HMFM-Medium

900,0 ml
79,2 ml
19,8 ml

1,0 ml

LB-Medium

Losung A

Losung B

Kanamycin (50 mg/ml, sterilfiltriert)

ad 1000,0 ml

* LB-Medium

10,0 g
50g
5,0g

A. bidest

Trypton
Hefe-Extrakt
NaCl

ad 1000,0 ml

e Losung A

0,90 g
425¢g
9,00 g
632,00 g

A. bidest; pH 7,0 einstellen

MgSO4x 7 H,O
Natriumcitrat x 2 H,O
(NH4)SO4

Glycerin (87%)

ad 1000,0 ml

* Losung B

18,0 g
47,0 g

A. bidest

KH,PO4
K>;HPO4

ad 1000,0 ml

A. bidest

vor Gebrauch steril zusammengegeben.
2.6 Hybridisierung von cDNA-Arrays

2.6.1 Herstellung komplexer cONA-Sonden

LB-Medium, Lésung A und Losung B wurden autoklaviert und wie oben beschrieben kurz

Zur Isolierung von mRNA wurde etwa 300 mg unter fliissigem Stickstoff gemdrsertes
Pflanzenmaterial in 1,5 ml Lysis-Puffer homogenisiert, wobei darauf geachtet wurde, dass
die Probe beim Auftauen komplett mit dem Puffer bedeckt war. Die aufgetaute Probe
wurde zweimal fiir fiinf Minuten bei 21000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde

jeweils in ein frisches Reaktionsgefdl liberfiihrt bzw. nach dem zweiten Zentrifugations-

29



MATERIAL UND METODEN

schritt zu 125 pul in Lysis-Puffer dquilibrierten Dynabeads® Oligo(dT),s (Dynal Biotech,
Oslo, Norwegen) gegeben. Die Isolierung der mRNA erfolgt liber die Bindung des polyA-
Endes an den Oligo(dT),s-Schwanz der Dynabeads”. Um diese Bindung zu erméglichen
wurden die Dynabeads” mit dem Pflanzenextrakt fiir finf Minuten bei Raumtemperatur
iiber Kopf geschwenkt. Nach der magnetischen Trennung wurde der Uberstand verworfen
und die Dynabeads” dreimal mit jeweils 500 pl Wasch-Puffer gewaschen. AnschlieBend
wurden sie dreimal mit jeweils 250 ul RT-Puffer gewaschen. Die Erststrangsynthese
wurde unter Verwendung der AMV Reverse Transcriptase von Promega, Madison, USA

durchgefiihrt.

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

ad 50,0 ul  A. bidest

Dieser Ansatz wurde zu den Dynabeads® pipettiert und dann fiir eine Stunde bei 42 °C
inkubiert, wobei der Ansatz alle zehn Minuten gemischt wurde. Nach magnetischer Tren-
nung wurden die Dynabeads” zweimal mit jeweils 250 ul RT-Puffer gewaschen. Zur Ent-
fernung der mRNA wurden die Dynabeads® zusammen mit 50 pl Elutionspuffer fiir zwei
Minuten bei 95 °C inkubiert. Der Uberstand wurde nach der magnetischen Trennung sofort
abgenommen. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. AnschlieBend wurden die
Dynabeads® zweimal mit 250 pul A. bidest gewaschen. Zur radioaktiven Markierung wurde
a-33P-dCTP (10 pCi/ul; Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) verwendet. Der
verwendete Puffer und der Primerldsung wurden dem Megaprime DNA Labeling Kit von
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg entnommen. Als Polymerase diente das
gro3e Fragment der DNA-Polymerase I (Klenow Enzym) von USB, Cleveland, USA. Der

folgende Ansatz wurde zu den gewaschenen Dynabeads® gegeben.
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35,0 ul  A. bidest
5,0 ul  Primerlosung (dN)s-Random Primer

3 Minuten bei 95 °C inkubieren
10,0 ul Labelling Puffer
5,0 ul  0-33P-dCTP (10 uCi/pl)
1,0 ul  Klenow-Polymerase (10 u/pl)

Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und dabei alle zehn Minuten gut
durchmischt. Der Uberstand wurde nach der magnetischen Trennung entfernt und die
Dynabeads”™ mit 150 pl Elutionspuffer gewaschen. Die Sonde wurde von den Dynabeads®
eluiert, indem diese mit 150 pl Elutionspuffer fiir drei Minuten bei 95 °C inkubiert wurden
und der Uberstand sofort nach der magnetischen Trennung abgenommen wurde. Die Elu-
tion wurde einmal wiederholt. Der vereinigte Uberstand wird tiber 0,2 um Anopore -
Séulchen von Whatman, Maidstone, England aufgereinigt. Die Aktivitdt der Sonde wurde
mit dem Multi-Purpose Scintillation Counter von Beckmann Coulter, Krefeld bestimmt,
um gleiche Aktivitdten der zu vergleichenden Sonden einsetzten zu kénnen.

Alle hier verwendeten Puffer wurden mit A. bidestyec angesetzt und nach dem Ansetzen

autoklaviert.

* Lysis-Puffer

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

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 8,0 eingestellt. DTT wurde erst nach dem Autokla-

vieren und kurz vor der Sonden-Synthese zugesetzt.

» Wasch-Puffer

10 mM Tris
150 mM LiCl
ImM EDTA
0,1 % LiDS
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Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 8,0 eingestellt. LiDS wurde erst nach dem Auto-

klavieren und kurz vor der Sonden-Synthese zugesetzt.

e RT-Puffer

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

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 8,3 eingestellt. Es wurde eine fiinffach konzentrierte

Stammldsung angesetzt, die kurz vor der Sonden-Synthese entsprechend verdiinnt wurde.

* Elutionspuffer
2mM EDTA

2.6.2 Hybridisierung mit komplexen cDNA-Sonden

Die zu hybridisierenden Filter wurden mit 6x SSC angefeuchtet und dann in Hybridisie-
rungsrohren bei 65 °C in 5x Denhardt/6x SSC/0,5% SDS + Lachssperma (10 mg/l) pra-
hybridisiert. Nach zwei Stunden wurde die Préhybridisierungslosung entfernt und durch
10 ml frisches 5x Denhardt/6x SSC/0,5% SDS + Lachssperma, dem die denaturierte Sonde
(zehn Minuten bei 95 °C) zugegeben wurde, ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte iiber
Nacht bei 65 °C.

Am folgenden Tag wurden die Filter zuerst fiir 15 Minuten bei 65 °C mit 15 ml 0,2x SSC/
0,1 % SDS und dann fiir 15 Minuten mit 0,1 SSC /0,1 %SDS gewaschen. Anschlieend
wurden die Filter auf mit 0,2x SSC /0,2 mM NaNj; angefeuchtete Whatman-Papiere gelegt
und luftblasenfrei in Frischhaltefolie eingeschlagen. Die Exposition der Filter erfolgte fiir
ein bis drei Tage auf Fuji BAS-MS 2025 screens. Diese wurden mit einem Molecular

Imager FX phosphoimager (BIO-RAD, Miinchen) ausgelesen.

2.6.3 Auswertung der Filter

Zur Auswertung der Signale auf den Filtern wurde das Programm Array Vision 7.0 bzw.
8.0 (Imaging Research Inc., St. Catharines, Kanada) verwendet. Dieses Programm ermittelt
die Intensititen der einzelnen Signale und auBBerdem den lokalen Hintergrund um die ein-
zelnen Signale bzw. ,,Signalgruppen®. Die Rohdaten wurden mit dem Statistikprogramm R

(http://www.r-project.org) weiter ausgewertet. Das Programm normalisiert die Signalstér-
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ken iiber den Median der Signalstirken der verschiedenen Filter. Dann werden Signale
ausgeschlossen, die nicht mindestens flinffach iiber dem lokalen Hintergrund liegen oder
deren Replikate sich um mehr als 1,5 voneinander unterscheiden. Aus den verbleibenden
Signalen wurden dann diejenigen ausgewdhlt, die eine Verdnderung in der Signalintensitit
grofer als 2,5 zeigten.

Fiir die Dotblots wurden diese Berechnungen mit Microsoft Excel durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bci4: transgene Pflanzen

Das Gen Bci4 wurde durch eine subtraktive Suppressionshybridisierung von BESER et al.
(2000) isoliert und als chemisch induzierbar charakterisiert. Das BCI4-Protein enthélt ein
einzelnes EF-hand-Motiv. EF-hand-Motive dienen in anderen Proteinen der Ca*'-Bin-
dung, fiir Bci4 konnte sie bislang jedoch nicht bestitigt werden. Expressionsstudien zeig-
ten, dass das Gen nicht durch Pathogene, Verwundung oder Hormone induziert wird, son-
dern nur durch Applikation von SA oder deren Funktionsanaloga BTH und DCINA. Des-
halb eignet es sich gut als molekularer Marker fiir die chemisch induzierte Resistenz in
Gerste (BEBER et al., 2000). Erste transiente Transformationen zeigten, dass Bci4 einen
Einfluss auf die Penetrationsrate von Bgh in Gerste hat (BESER, 2001; EICHMANN, unverof-
fentlichte Daten). Aufgrund der Ergebnisse der transienten Transformationen wurden stabil
transgene Gersten- und Weizenpflanzen hergestellt, die Bci4 iiberexprimieren (Fredi

Altpeter, IPK Gatersleben). Diese Pflanzen wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

3.1.1  Nachweis des Transgens

Es standen jeweils 11 putativ transgene Gersten- und Weizenlinien (cv. Golden Promise
und Bobwhite), die Bci4 konstitutiv iiberexprimieren sollen, zur Verfiigung. Da mittels
Agrobakterium-vermitteltem Gentransfer transformierte Gerstenpflanzen hédufig nur je-
weils eine Kopie des Transgens enthalten, wird in Gerste in der Nachkommenschaft eine
Aufspaltung im Verhiltnis 3:1 in Bezug auf das Transgen erwartet, so dass nur eine von
vier Nachkommen homozygot im Bezug auf das Transgen sein sollte. Durch die wahr-
scheinlich hohere Kopienzahl des Transgens, die durch Partikelbombardement erzeugt
wird, kommt es in Weizen auch durch Aufspaltung nicht zwingend zum Verlust des Trans-
gens, allerdings kann es zum Silencen des Transgens aufgrund der héheren Kopienzahl
kommen. Deshalb sollte vor einem Test auf verdnderte Resistenzeigenschaften abgeklart
werden, ob die putativ transgene Pflanze das Transgen enthélt und ob dieses translatiert
wird. Da pro transgener Ty-Linie nur jeweils 20 T;-Korner zur Verfligung standen, war die
Durchfiihrung groBerer Versuchsreihen zur statistischen Absicherung der Ergebnisse je-

doch kaum moglich.
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3.1.1.1 PCR-Nachweis des Transgens

Unter anderem wurde von einzelnen transgenen T;-Samen eine so genannte Half-Seed-
PCR nach MCCARTHY et al. (2001) durchgefiihrt. Dafiir wird der Samen mit einem sterilen
Skalpell quer halbiert. Die embryofreie Hélfte wurde zur DNA-Extraktion und anschlie-
enden PCR verwendet, wahrend die Halfte mit dem Embryo zum Keimen gebracht wurde
und dann fiir Versuche bzw. zur Vermehrung verwendet wurde. Es wurden aber auch an-
dere Standardmethoden zur Extraktion von DNA aus Bléttern verwendet (SAMBROOK et al.,
1989).

Zur Amplifikation und zum Nachweis der Selektionsmarkergene und des Transgens wur-
den die Primer HYGRO1 und HYGRO?2, kanl und kan2 und ORFStart und ORFStop ver-
wendet (alle Primer sieche Tabelle 8.1 im Anhang). Die PCR-Produkte der Resistenzgene
sollen 550 bzw. 500 bp grof3 sein. Bei Bci4 konnten zumindest in den Gerstenlinien zwei
Produkte erwartetet werden: genomisches Wildtyp-Bci4 mit einer Grofle von etwa 2,8 kb
und das Transgen mit einer Grofle von 692 bp. PCR-Produkte des Hygromycinresistenz-
Gens (hygF) sollten nur in den transgenen Gerstenpflanzen auftreten, wéhrend das Gen fiir

Kanamycinresistenz (kan®) nur in transgenem Weizen zu finden sein sollte.

Hygromycin = = =
R
(hyg") = = =
ey o S g - ~ 600 bp
L s .. .-
Kanamycin - = =
R
kan : - o
( a ) i ~ 700 bp
Sv— — —
- P —
- e o ~520bp
. N
Golden Promise M Bobwhite M o NS 7 MK
78] o) © A
m m Q X
N
Bobwhite Golden Promise
nicht trangene Pflanzen putativ transgene Pflanzen

Abb 3.1:  PCR-Nachweis von hygR, kan® und des Bci4-Gens in Samen von nicht transgenen und putativ transge-

nen Pflanzen. Legende siche nichste Seite.
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Abb 3.1:  PCR-Nachweis von hygR, kan® und des Bci4-Gens in Samen von nicht transgenen und putativ transge-
nen Pflanzen. Aus halbierten Samen wurde DNA extrahiert, die als template fiir die PCR-Reaktion einge-
setzt wurde. Als GroBenstandard (M) wurde 1kb+ von Invitrogen Life Technologies GmbH (Karlsruhe) ver-
wendet. Um Kontaminationen auszuschlieBen wurde eine Kontrollreaktion (K) mit Wasser als template

durchgefiihrt.

Abbildung 3.1 zeigt, dass durch Anwendung der Methode der Half-Seed-PCR auch aus der
genomischen DNA der nicht transgenen Wildtyppflanzen mit den verwendeten Primern fiir
die Gene fiir Hygromycin und Kanamycin-Resistenz Produkte amplifiziert werden konn-
ten. Diese Produkte wurden jedoch nicht sequenziert, so dass es sich auch um unspezifi-
sche Produkte handeln konnte. Dafiir spricht auch, dass sie GroBen der PCR-Produkte
nicht exakt den erwarteten Produkten entsprachen. Kontaminationen konnen ausgeschlos-
sen werden, da die durchgefiihrten Kontrollen keine Signale zeigten. Die Primer fiir Bci4
lieferten nur in einer transgenen Linie ein schwaches Signal, allerdings nicht in der erwar-
teten GroBe. Dieser Versuch wurde mit anderen Primern, die die gleichen Gene amplifizie-
ren sollten, wiederholt, lieferte jedoch gleiche Ergebnisse.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde die Methode nicht weiter zum Nachweis der
Transgene in weiteren Linien angewendet. Auch DNA, die mittels anderer Extraktions-

methoden gewonnen wurde, flihrte zu Kontaminationsproblemen.

3.1.1.2 Western Analysen

Zur Detektion des Proteins BCI4 stand ein Antiserum aus Kaninchen zur Verfiigung, die
mit rekombinantem BCI4-Protein immunisiert wurden (BEBER, 2001). Um die Translation
des Transgens nachzuweisen, wurden Western Blot Analysen unter der Verwendung dieses
Antiserums durchgefiihrt. Es wurde Blattmaterial von jeweils flinf Pflanzen pro Linie ver-
wendet, von dem mit Hilfe einer Pflanzenpresse ein Blattextrakt von jeweils zwei bis drei
Blattern von etwa zwei Monate alten Pflanzen hergestellt wurde. Aus diesem wurde unter
Verwendung von 1x PBS (SAMBROOK et al., 1989) als Extraktionspuffer ein Proteinextrakt
hergestellt, der nach Auftrennung in einem denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gel und
anschlieBender Immobilisierung auf einer Nylonmembran mit dem Antiserum inkubiert
wurde. Es wurden pro Spur 20 pg Gesamt-Protein aufgetragen. Die Detektion des gebun-
denen Antikorpers erfolgte {iber einen zweiten Antikorper, an den Alkalische Phosphatase
gekoppelt war. Dieses Enzym bewirkt den Niederschlag des Substrates NBT/BCIP, der als
violetter Farbstoff auf der Membran sichtbar wurde (siche Kapitel 2.3.3). Es wurden T;-
Nachkommen von jeweils sieben putativ transgenen Gersten- und Weizenlinien mit
Western Analysen iiberpriift. In Abbildung 3.2 sind die Ergebnisse der Western Analysen
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exemplarisch an zwei putativ transgenen Weizenlinien (A) und einer Gerstenlinie gezeigt

(B).
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Abb 3.2:  Western Blot Analyse zum Nachweis von BCI4 am Beispiel von zwei transgenen Weizen- und einer
transgenen Gerstenlinie. A zeigt den Western Blot von zwei verschiedenen transgenen Weizenlinien, als
negative Kontrolle diente das Proteinextrakt einer nicht transgenen Bobwhite-Pflanze. Zur Positivkontrolle
wurden Extrakte von neun Tage alten IngridWt-Pflanzen (IWt) aufgetragen, die 48 h vor der Emte mit
20 ppm WG bzw. BTH (Bodenapplikation) behandelt wurden. In B wurden Extrakte von 12 verschiedenen
Pflanzen der transgenen Golden Promise-Linie B13 aufgetragen. Hier diente das Proteinextrakt einer nicht

transgenen Golden Promise-Pflanze als negative Kontrolle.

Abbildung 3.2 A zeigt ein deutliches Signal in der Positivkontrolle, einem Proteinextrakt
aus sieben Tage alten Gerstenkeimlingen des Kultivars IngridWt, die 48 Stunden nach der
Behandlung mit 20 ppm BTH geerntet wurden. Die entsprechende mit WG behandelte
Negativkontrolle weist kein Signal auf. Die Signale der transgenen Pflanzen entsprechen in
ihrer Grofe nicht derjenigen der Positivkontrolle. Sie sind etwas groer bzw. kleiner, und
auBBerdem finden sich identische Signale sowohl in Extrakten von putativ transgenen
Pflanzen als auch in der nicht transgenen Kontrolle. In Weizen kommt es also zu unspezi-
fischen Hybridisierungen des verwendeten Antiserums.

Die in Abbildung 3.2 B verwendete Negativkontrolle stammt von Pflanzen, die wie die
putativ transgenen Pflanzen etwa zwei Monate alt waren. Hier ist ebenfalls ein Signal zu
erkennen. Dieses entspricht in seiner Gréf3e einer Bande, die in den Extrakten der transge-
nen Pflanzen zu erkennen ist. In den transgenen Linien ist jedoch zusitzlich eine etwas
groBere Bande erkennbar. Wihrend diese Bande in allen transgenen Pflanzenextrakten
deutlich sichtbar ist, ist die kleinere Bande in den Pflanzen 3, 10 und 12 nur schwer aus-

zumachen. Nach BEBER (2001) handelt es sich bei dem groBeren Protein um BCI4, wih-
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rend das kleinere unspezifisch durch einen Antikdrper des nicht aufgereinigten Serums
erkannt wird. Das wiirde bedeuten, dass alle transgenen Pflanzen das Gen Bci4 translatie-
ren, die unspezifische Bande aus der Kontrolle jedoch nicht in allen Pflanzen detektiert
wird.

Die Western Analysen der iibrigen iiberpriiften putativ transgenen Gerstenlinien zeigten

ebenfalls kein eindeutiges Bild.

3.1.1.3 Southern Analysen

Die Southern Analysen zum Nachweis und zur Bestimmung der Kopienzahl des Transgens
lieferten keine eindeutigen Ergebnisse, da die Extraktion der genomischen DNA aus élte-
ren Blattern schwierig ist, sie sich nicht sauber im Gel auftrennen ldsst und dadurch bei der
Hybridisierung keine eindeutigen Signale liefert. Die ersten und zweiten Blétter der Pflan-
zen dienten Resistenztests und dadurch konnten frithestens die dritten Blétter zur DNA-

Extraktion verwendet werden.

3.1.2 Untersuchung des Resistenzverhaltens

Da keine abschlieBende Aussage liber das Vorhandensein, die Expression und die Transla-
tion des Transgens in der T;-Generation moglich war, sollte {iber ein moglicherweise ver-
dndertes Resistenzverhalten der Pflanzen ein Riickschluss auf eine genetische Verdnderung

ermoglicht werden.

3.1.2.1 Makroskopische Untersuchung der Resistenz

Um fiir die makroskopische Untersuchung eine grolere Anzahl von Pflanzen zur Verfii-
gung zu haben, wurden T;-Pflanzen im Gewéchshaus vermehrt. Von jeder der jeweils 11
Gersten- und Weizenlinien wurden 15 T,-Samen vorgekeimt. Das erste und zweite Blatt
der 14 Tage alten Keimlinge wurde mit Bgh der Rasse A6 bzw. mit einem Mischisolat von
Bgt inokuliert. Die Sporendichte betrug etwa 3-5 Sporen pro mm?, so dass eine Zahl von
etwa 50-150 Pusteln pro Blatt erzielt wurde. Die Auswertung der Symptome erfolgte ein
Woche spiter visuell. Es konnten keine Unterschiede in der Pustelzahl zwischen putativ
transgenen Pflanzen und den nicht transgenen Kontrollpflanzen festgestellt werden (ohne

Abbildung).
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3.1.2.2

Mikroskopie und Northern Analyse

Das erste und zweite Blatt von 14 Tage alten Keimlingen wurden in einem Blattsegment-

test mit Bgh der Rasse A6 inokuliert und 48 Stunden nach der Inokulation entfarbt und

fixiert. Fiir die mikroskopische Auswertung wurde der Pilz mit essigsaurer Tinte angeférbt.

Pro Blatt wurden je 100 Interaktionsstellen ausgewertet.
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Abb 3.3: Qualitative und quantitative mikroskopische Auswertung der Interaktion zwischen einer putativ
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transgenen Gerstenlinie und Bgh der Rasse A6. Blattsegmente von 14 Tage alten Gerstenkeimlingen das
Kultivars Golden Promise (Kontrolle) bzw. der putativ transgenen Linie B4-5 wurden mit auf der adaxialen
Blattseite mit Bgh mit einer Dichte von etwa 20 Sporen pro mm? inokuliert. Es wurden pro Blatt jeweils 100
Interaktionsstellen auf A- und B-Zellen und auf C-Zellen ausgewertet. Die Interaktionsstellen auf A- und B-
Zellen wurden getrennt von den Interaktionsstellen auf C-Zellen bewertet (Lokalisation der verschiedenen
Zelltypen nach KoGa et al., 1990). Die Interaktionen wurden unterschieden in erfolgreiche Penetrationen mit
der Ausbildung von verldngerten Sekundédrhyphen (ESH) und Abwehr des Pathogens durch effektive Papil-
lenbildung (PAP) oder Hypersensitive Reaktion (HR). Der Fehlerbalken der Kontrollen gibt den Standard-

fehler iiber vier untersuchte Blatter an.
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Dabei wurde zwischen erfolgreicher Besiedlung, sichtbar durch die Ausbildung von se-
kundéren Hyphen auf der Blattoberfliche (ESH, elongated secondary hyphae) und inkom-
patiblen Interaktionen (PAP, durch Zellwandappostion gestoppter Penetrationsversuch
oder HR, Hypersensitiver Zelltod) unterschieden. Zusétzlich wurde das dritte Blatt geern-
tet, um Gesamt-RNA fiir Northern Analysen zu extrahieren. Northern Analysen dienen der
Uberpriifung der Expressionsrate eines Gens. Die Ergebnisse beider Experimente zeigen
die Verdnderung der Penetrationsrate in Abhéngigkeit von der Expression des Transgens.
Abbildung 3.3 zeigt die Ergebnisse der Mikroskopie der ersten und zweiten Blétter einer
ausgewihlten Linie nach Inokulation mit Bgh und in Abbildung 3.4 ist das Ergebnis der

Northern Analyse der entsprechenden Linie gezeigt.

rRNA

Kontrolle / 5 7 8 9 10 11 12

Abb 3.4: Transkriptakkumulation von Bci4 in dritten Bléttern einer ausgewdhlten putativ transgenen
Gerstenlinie. Die dritten Blatter der putativ transgenen Gerstenlinie B4-5 und von zwei nicht transgenen
Kontrollpflanzen der Sorte Golden Promise wurden zur Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Von jeder
Probe wurden 10 pg RNA elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen immobilsiert. Der Nach-
weis des Bci4-Transkripts erfolgte durch Hybridisierung mit einer DIG-markierten RNA-Sonde und an-
schliefender Detektion iiber einen Immuno-Chemilumineszenz-Assay. Die Uberpriifung der Lademengen er-
folgte durch Ethidiumbromid-vermittelte Fluoreszenz der rRNA nach elektrophoretischer Auftrennung im

Agarose-Gel.

Die Abbildung 3.3 zeigt die Ergebnisse der qualitativen und quantitativen mikroskopischen
Auswertung am Beispiel der putativ transgenen Gerstenlinie B4-5. Als Kontrolle dienten
jeweils vier erste und zweite Blétter von nicht transgenen Pflanzen des Kultivars Golden
Promise. Pro Blatt wurden jeweils 100 Interaktionen auf A- und B-Zellen bzw. auf C-
Zellen ausgewertet. Im Mittel zeigt die nicht transgene Kontrolle eine Penetrationsrate von
40 % auf den ersten Bldttern und von 46 % auf den zweiten Bléttern in den A- und B-
Zellen. C-Zellen zeigen mit 12 % auf ersten Blittern bzw. bei 14 % auf den zweiten Bléat-

tern eine deutlich niedrigere Penetrationsrate.
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Die transgenen Pflanzen B4-5(7), (8), und (11) zeigen auf den ersten Blittern eine Reduk-
tion der ESH, verbunden mit einem Anstieg der Zahl der durch Papillen gestoppte Pentra-
tionsversuche, wiahrend sich die Zahl der Zellen, die eine HR durchlaufen, nur auf dem
Blatt der Linie B4-5(11) von 7 % in der Kontrolle auf 16 % erhoht. Die C-Zellen der ersten
Blitter zeigen bis auf die Linie B4-5(5) eine Reduktion der Interaktionen mit ESH, wobei
die Linien B4-5(10) und (12) eine schwichere Reduktion zeigen als z. B. die Linie B4-
5(7).

Auf den zweiten Blittern zeigen nur die Linien B4-5(9) und (10) eine deutliche Reduktion
der Penetrationsrate auf A- und B-Zellen. Die C-Zellen der zweiten Blitter der Linien
B4-5(7), (8) und (9) zeigen eine deutliche Reduktion der Penetrationsrate, wiahrend die
Linien B4-5(5) und (11) eine um 26 % hohere Penetrationsrate als die Kontrolle zeigen.
Vergleicht man die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung mit denen der Northern
Analyse (siehe Abbildung 3.4), erkennt man, dass die beiden Linien B4-5(5) und (11) die
hochste Transkriptionsrate aufweisen, wahrend die Expressionsrate in den {ibrigen transge-
nen Linien sehr gering ist. Allerdings zeigen alle transgenen Linien zumindest eine schwa-
che Transkriptakkumulation, obwohl in den Bléttern gleichen Alters der nicht transgenen
Kontrolle keine Signale sichtbar sind. Besonders auffallend ist, dass die Linie B4-5(5) die
hochste Transkriptakkumulation von Bci4 aufweist, jedoch fast keine Verdnderung im Re-
sistenzverhalten gegeniiber Bgh zeigt. B4-5(11) zeigt ebenfalls eine hohe Expressionsrate
von Bci4 und zeigt gleichzeitig auf den ersten Blittern eine starke Reduktion der Penetrati-
onsrate, die auf A- und B-Zellen durch einen hohen Anteil von HR an der Abwehrreaktion
verursacht wird. Durch die statistische Nichtwiederholbarkeit dieser Versuche aufgrund
der Aufspaltung der Nachkommenschaft, sind diese Ergebnisse jedoch nicht wirklich aus-

sagekriftig.
3.2 ldentifikation neuer chemisch induzierbarer Gene

3.2.1 Macroarray-Analysen

Die Methode der Macroarrray-Analyse dient der Untersuchung der Expression einer gro-
eren Anzahl von Genen. In dieser Arbeit wurden Nylonmembranen verwendet, auf die
jeweils zwei Replikationen von 1536 Genfragmenten aufgebracht wurden. Die Fragmente
wurden von Patrick Schéfer in Zusammenarbeit mit dem IPK Gatersleben aus epiderma-
lem Gewebe von BTH-induzierten Gerstenblittern der Sorte IngridWt isoliert. Der grof3te

Teil der cDNA-Klone war zum Zeitpunkt der Hybridisierungen bereits sequenziert, von
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Vektorsequenzen bereinigt (SCHAFER, 2003) und durch Sequenzvergleiche charakterisiert.
Die Fragmente wurden zusammen mit bereits bekannten Genen bzw. Genfragmenten des
IPAZ in einem 3x3 Format auf die Membranen gespottet. Der mittlere Spot blieb jeweils
leer und diente als Hintergrundkontrolle (SCHAFER, 2003).

Die Filter wurden mit radioaktiv markierten komplexen cDNA-Sonden hybridisiert, die
aus Primirbléttern von Gerstenpflanzen der Sorte IngridWt isoliert wurden (siche Kapitel
2.6). Die Anzucht der Pflanzen erfolgte wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben und nach fiinf
Tagen wurden sie mit 20 ppm BTH oder zur Kontrolle mit der entsprechenden Menge der
Leerformulierung WG behandelt. Die Ernte des Blattmaterials erfolgte 48 Stunden nach
der Behandlung. Bevor das Pflanzenmaterial zu Sondenherstellung verwendet wurde,
wurde eine Uberpriifung der BTH-Induktion durchgefiihrt. Zuerst wurden Pflanzen aus
dem gleichen Experiment im Blattsegmenttest auf ihre Anfilligkeit gegeniiber Bgh unter-
sucht. Zeigten die BTH-behandelten Blitter eine Reduktion der Pustelzahl im Vergleich
zur WG-behandelten Kontrolle, wurde in Northern Analysen oder durch two-step RT-PCR
die Expression von Bci4 untersucht. Das Pflanzenmaterial wurde nur dann verwendet,
wenn eine deutlich Reduktion der Pustelzahl auf den BTH-behandelten Blattern im Ver-
gleich zu Kontrollblattern auftrat und gleichzeitig eine Induktion von Bci4 nachweisbar
war.

Die Hybridisierungen wurden mit Sonden aus zwei unterschiedlichen biologischen Expe-
rimenten durchgefiihrt. Eine biologische Wiederholung wurde jeweils technisch wieder-
holt, wobei die gleichen Sonden fiir zwei neue Filter verwendet wurden. Die Auswertung
erfolgte mittels des Programms Array Vision 7.0 bzw. 8.0 (Imaging Research Inc., St.
Catharines, Kanada). Es bestimmte die Intensitdten der verschiedenen Signale und des lo-
kalen Hintergrunds um die jeweiligen spotting groups, der von der Signalstirke der aufge-
brachten Fragmente subtrahiert wurde. Die erhaltenen Rohdaten wurden mit einem Makro
fiir das Programm R, welches von Lothar Altschmidt, IPK Gatersleben, zur Verfiigung
gestellt wurde, bearbeitet. Dieses Makro selektiert die Werte nach vom Nutzer ausgewéhl-
ten Bedingungen (siehe Kapitel 2.6.3). Die Signale der ausgewéhlten Klone wurden mit
Microsoft Excel weiterbearbeitet, indem die Signalstirke eines cDNA-Fragments auf dem
BTH-Filter durch die Signalstirke im Kontrollfilter dividiert wurde. Der erhaltene Wert
gibt die Induktion eines Gens durch die Behandlung an. Um die Repression eines Gens zu
ermitteln, wird der Kehrwert des Wertes berechnet. Tabelle 3.1 zeigt Gene, die in den
Macroarray-Analysen nach BTH-Behandlung differentiell exprimiert waren. Die Sequen-

zen der als induziert gefundenen Klone, die zum Zeitpunkt der Auswertung noch nicht
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bekannt waren, wurden im Rahmen dieser Arbeit sequenziert und sind entsprechend ge-

kennzeichnet. Detailliertere Daten der Macroarray-Analysen und zu den verschiedenen

Klonen finden sich in Tabelle 8.2 und 8.4 im Anhang.

Tab. 3.1:

Expressionsdaten der Macroarray-Analysen mit BTH-induzierten Primérbléttern. Angegeben ist die

relative Induktion bzw. Repression der differentiellen Klone. Rot unterlegt sind die Werte der Klone, die

mindestens 2,5-fach induziert waren, wéihrend die mindestens 2,5-fach reprimierten griin hinterlegt sind. Die

Sequenzen der GAN Klone sind hinterlegt in der Gabi PD Datenbank (https://gabi.rzpd.de).

Klon!

héchste Homologie zu? relative Expression®

GANOO1A04*

—-
)

N-Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase

GANOOIA10*

SOUL-like Protein [A. thaliana]

GANOO1A24*

threonyl-tRNA synthetase [Oryza sativa]

GANO00O1B19*

Bci6 + unbekannte Funktion

GANO001B20*

unbekannte Funktion

GANO01DO7*

ATP-abhéngiger Transporter + unbekannte
Funktion

GANOOID12*

Reticulon like Protein + Cysteinprotease

GANOO1E14*

unbekannte Funktion

GANOOIFI11

Golgi Transportkomplex Untereinheit

GANOOIF12*

putative golgi transport complex protein

GANOOIF21*

Polyubiquitin [O. sativa]

GANO001G20

unbekannte Funktion

GANO001G22*

Importin beta-like Protein [O. sativa]

GANOO1H20*

Cysteinprotease

GANO001J09*

y-Hydroxybutyrat Dehydrogenase-like [O. sativa]

GANOOIK12*

unbekannte Funktion

GANOO1K15

nicht sequenziert

GANOOIL11*

unbekannte Funktion

GANOO1L21*

unbekannte Funktion

GANOOIMO04*

Vitellogenin [Gallus gallus]

GANO001M22

nicht sequenziert

GANOOIN20*

unbekannte Funktion + Glycin-Decarboxylase

GANO001016*

ternary complex factor-like [Oryza sativa]

GANOO1P03*

P
S

unbekannte Funktion

GANO002B01

hypothetisches Protein: C. elegans

0,68

0,17

GANO002B02

Phospoglycerat Kinase 0,57

0,39

GANO002C11

unbekannte Funktion +
Adenosine 5'-Phosphosulfat Reduktase

GANO002D07

keine Homologie

GANO02EO3

Onecut 3

GANO002E16

Cysteinprotease

GANO002G10

keine Homologie

GANO002G16

Glycoprotein-like + Glucosidaseisoenzym +
GADPH

GANO002109

Jasmonat induzierbares Protein (JIP 37)
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Klon héchste Homologie zu? relative Expression®
GANO002K21 | keine Homologie

GANO002K24 | keine Homologie

GANO002L09 | Chlorophyll a/b-bindendes Protein [T. aestivum]

GANO002M10 | hesB-like domain-containing protein

GANO002003 | keine Homologie

GANO002P08 | Cysteinprotease

GANO003A19 | extrazelluldre Invertase 0,72 2,48
GANO003B09 | Leucine-rich repeat Protein 1,47 0,72
GANO003B13 | Cysteinprotease

GANO003B20 | Photosystem I Reaktionszentrum 1,03 0,84
GANO003C03 | unbekannte Funktion

GANO003C04 | unbekannte Funktion 0,7
GANO003C09 | Cysteinprotease

GANO003D20 | Cysteinprotease

GANOO3E17 | Auxin-reprimiertes Gen

GANOO3E18 | keine Homologie

GANOO3F10 | Arylsulfatase + Chlorophyll a/b bindendes Protein

GANOO3F17 | hypothetisches Protein: S. cerevisiae

GANOO3F18 | A-Phage: Replikationsprotein

GANO003G19 | Photosystem I Untereinheit + Histon H3

GANOO3H02 | Cysteinprotease

GANOO3H10 | Cysteinprotease

GANO03H11 |keine Homologie

GANO003J15* | fruit bromelain Cysteinprotease

GANO03K16 | hypothetisches Protein: S. aureus

GANO03L07 | Pyruvatdehydrogenase: Nostoc sp.

GANOO3L11 | keine Homologie

GANOO3L15 | keine Homologie

GANO003L21 | keine Homologie

GANO003M16 | keine Homologie

GANO003M18 | Remorin

GANOO3N15 | hypothetisches Protein: C. elegans

GANOO3N16 | keine Homologie

GANOO3N17 |unbekannte Funktion

GANO003P02 | keine Homologie

GANOO03P09 | unbekannte Funktion

GANO003P23 | keine Homologie

GANO004A14 | hypothetisches Protein: C. elegans

GANO004A20 | licht-induziertes Protein

Hv0366GL Lycopene B-cyclase

Hv0456GL Bcil Lipoxygenase

Hv1005GL Bcil: LOX2Hv1,Lipoxygenase

Ta0016EX Prl-1: T. aestivum

HvDO00154 keine Homologie
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Klon héchste Homologie zu? relative Expression®
GANO004C05 | Cysteinprotease

GANO004C15 | keine Homologie

Hv0462GL Bci4 EF-hand Protein

HvDO00125 keine Homologie

HvDO00191 keine Homologie

HvD00122 Lipid Transfer Protein 0,47 1,04
GANOO4E10 | extrazelluldre Invertase

Hv0029GL Bci2:Thionin

HvDO00126 keine Homologie 1,6
Hvbasl Thioredoxin-abhéngige Peroxidreduktase m
HvD00195 | Ubiquitin
GAN004G04 | keine Homologie
HV0002EX | basisches Prl: H. vulgare 1,55
Hv53MK EPSP-synthase

HvD00192 unbekannte Funktion

GANO004I15 | keine Homologie

Hv0312GL Bci9: Apyrase

Hv20MK keine Homologie

HvDO00138 Lipid-TransferProtein

GANO004K21 | Peptid Methionin Sulfoxid Reductase

GANO004K22 | Sperm protamine P1

GANO004K24 | oryzain alpha precursor Cysteinprotease

GANO004M17 | Sorbitol transporter

GAN004M18 | keine Homologie

Hv0403GL putative Chloroplasten protein, O. sativa

Hv0005EX GAPDH

Hv57TMK EPSP-Synthase

Hv17MK keine Homologie

HvDO00174 unbekannteFunktion

Die Sequenzen der gelb hinterlegten Klone finden sich in Tabelle 8.4 im Anhang. Sie wurden zur weiteren Uberprii-

fung in Dotblot Analysen verwendet.

! Name des Klons in der GAN-cDNA-Bank bzw. in der Datenbank des IPAZ

% Gen, mit der héchsten Homologie zum Genfragment

® berechnet als Quotient der Signalstirke des BTH-Filters durch die Signalstirke des Kontrollfilters

* Die Sequenzen dieser Klone wurden im Rahmen dieser Arbeit selbst ermittelt.

Tabelle 3.1 zeigt die durch das Programm R ausgewihlten Genfragmente. Diese entspre-
chen den gewihlten Bedingungen und zeigen eine Verdnderung in der Expressionsrate
>2,5. Jedoch war die Expression der verschiedenen Gene in den verschiedenen Bedingun-
gen sehr schwankend. Nur wenige Gene waren in allen vier Hybridisierungen mehr als 2,5-

fach induziert. Viele Gene waren nur in einer, in zwei oder in drei Hybridisierungen indu-
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ziert bzw. reprimiert. In den Macroarray-Studien konnte kein durch die BTH-Behandlung
eindeutig reprimiertes Gen identifiziert werden, da keines der Gene in mehr als zwei
Hybridisierungen eine Repression zeigte und die detektierten Repressionen nur sehr
schwach waren. Auffallend war auch, dass eine groe Anzahl von Cysteinproteasen gefun-
den wurde, die nach einem Sequenzvergleich als verschiedene Fragmente eines Gens iden-
tifiziert werden konnten.

Da eine Durchfiihrung weiterer Hybridisierungen zur Absicherung der Ergebnisse auf-
grund der begrenzten Anzahl der zur Verfiigung stehenden Filter nicht mdglich war, wur-
den aus den angegebenen Genen bzw. Genfragmenten diejenigen ausgewahlt, die in min-
destens zwei der vier Hybridisierungen mehr als 2,5 induziert waren (in Tabelle 3.1 gelb
hinterlegt). Die Sequenzen dieser Klone wurden dann erneut einzeln von Kontaminationen
mit Vektorsequenzen iiberpriift und von diesen befreit. Anschliefend wurde ihre Sequenz-
homologie zu bereits bekannten Genen in den entsprechenden Datenbanken tberpriift
(siche Tabelle 8.4 im Anhang).

Zur weiteren Bestitigung dieser Gene wurden Dotblot Analysen durchgefiihrt.

3.2.2 Dotblot Analysen

Von 52 Genen, die in den Macroarray-Analysen in mindestens zwei Hybridisierungen
mehr als 2,5 induziert waren und von Bcil und Bci4, die als Positivkontrollen dienten,
wurden von entsprechenden Glycerolstocks (siehe Kapitel 2.5) durch Mini-Préparation
Plasmide isoliert. Die integrierten Genfragmente wurden mittels PCR unter Verwendung
der Primer M13fw(-40) und M13rev (siche Kapitel 2.5 und Tabelle 8.1) amplifiziert. Die
PCR-Produkte wurden wie in Kapitel 2.5 beschrieben im 96-Microtiter-Plattenformat auf
Nylonmembranen aufgebracht (Spotting-Schema siche Tabelle 8.3). Die so erhaltenen Fil-

ter wurden zur Hybridisierung mit verschiedenen Sonden verwendet.

3.2.2.1 Behandlung mit BTH

Zur weiteren Bestitigung der Induzierbarkeit der Gene durch BTH, wurden die hergestell-
ten Filter mit Sonden von Primérblittern sieben Tage alter BTH- bzw. WG-behandelter
IngridWt-Pflanzen (20 ppm BTH Bodenapplikation, siche Kapitel 3.2.1) hybridisiert. Das
Pflanzenmaterial wurde 48 Stunden nach der BTH-Behandlung geerntet und stammte aus
zwei weiteren unabhiingigen Experimenten. Eine Uberpriifung des verwendeten Pflanzen-

materials fand wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben statt.

47



ERGEBNISSE

Zur Auswertung wurde wiederum das Programm Array Vision 7.0 bzw. 8.0 verwendet.

Die ausgegebenen Rohdaten wurden nach den bereits fiir die Macroarrays beschriebenen

Kriterien (sieche Kapitel 2.9.3) unter Verwendung des Tabellenkalkulationsprogramms

Microsoft Excel ausgewertet.

Tabelle 3.2: Uberpriifung der Expression der BTH-induzierbaren Gene mittels Dotblot Analyse. Dargestellt sind

die Gene, deren Expression nach der BTH-Behandlung mindestens 2,5-fach induziert war. Zahlen der rechten Spalte

geben die Induktion der Gene nach der Behandlung im Vergleich zur Kontrolle an.

48

Klon hochste Homolgie zu Induktion
GANOO01A04 N-Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase 4,3x
GANO001A10 SOUL-like Protein [A. thaliana] 4x
GANO001B19 Bci6 + unbekannte Funktion 12x
GANO001B20 unbekannte Funktion 3,1x
ATP-abhingiger Transporter + unbekannte
GANO001DO07 ) 100x
Funktion
GANO001D12 Reticulon like Protein + Cysteinprotease 142x
GANO0O1E14 unbekannte Funktion 2,9x
GANO0O01F12 putatives Golgi Transport-Komplex Protein 3,3x
GANO001H20 Importin beta-like Protein [O. sativa] 12x
GANOOLI09 y—Hydr.oxybutyrat Dehydrogenase-like 49x
[O. sativa]
GANO001K12 unbekannte Funktion 370x
GANO001L11 unbekannte Funktion 220x
GANO001016 ternary complex factor-like [Oryza sativa] 2,7x
GANO002B02 Phospoglycerat Kinase 5,5x
GANO02C11 unbekar?nte Funktion + 3.5
Adenosin 5'-Phosphosulfat Reduktase
GANO002EO03 Onecut 3 2,5x
Glycoprotein-like + Glucan-endo-1,3-3-
GANO002G16 . . 3x
Glucosidaseisoenzym + GADPH
GANO002109 Jasmonat induzierbares Protein (JIP 37) 2,5x
GANO03A19 extrazelluldre Invertase 4,1x
GANOO3E17 Auxin-reprimiertes Gen 3,7x
GANOO3E18 keine Homologie 4,2x
GANO003J15 fruit bromelain Cysteinprotease 3,8x
GANO003M18 Remorin 3,5x
GANOO3N17 unbekannte Funktion 2,8x
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Klon hochste Homolgie zu Induktion

HvD00195 Ubiquitin 3,4x
GANO004K21 Peptid Methionin Sulfoxid Reductase 3,8x
GANO004K24 oryzain alpha precursor Cysteinprotease 3,9x
HvO005EX GAPDH 2,5x

Insgesamt 28 der 52 iiberpriiften Gene konnten durch die Dotblot Analysen als BTH-indu-
zierbar bestitigt werden. Die tibrigen 26 zeigten keine Induktion groBer oder gleich 2,5.
Die beiden Positivkontrollen Hv462GL (Bci4) und Hv456GL (Bcil) zeigten cine starke
Induktion. Die vollstdndigen Daten finden sich in Tabelle 8.5 im Anhang.

3.2.2.2 Inokulation von IWe mit Bgh

Mit Hilfe der Dotblot-Analysen wurden die BTH-induzierbaren Gene auch hinsichtlich
ihrer Expression in der inkompatiblen Interaktion Ingrid Weihenstephan (IWe, Mlg-tra-
gend) mit Bgh, Rasse A6, tiberpriift. Fiir diese Untersuchung wurden Sonden aus dem
Blattmaterial von zwei unabhidngigen Experimenten verwendet. Die sieben Tage alten
Keimlinge wurden mit 20 Sporen pro mm® des Gerstenmehltaupilzes der Rasse A6 inoku-
liert. Nach 8, 16, 24 und 48 Stunden wurden jeweils Blattproben geerntet. Fiir die Sonden-
herstellung wurde das Blattmaterial der verschiedenen Erntezeitpunkte vereinigt. Die
Hybridisierung und Auswertung der Filter erfolgte wie in Kapitel 2.6 beschrieben. Die
Rohdaten aus der Analyse mit Array Vision wurden mit Microsoft Excel weiter ausgewer-
tet. Einen Uberblick iiber die differentiell exprimierten Gene liefert Tabelle 3.3. Die voll-

staindigen Daten finden sich in Tabelle 8.6 im Anhang.

Tabelle 3.3: Expression der BTH-induzierbaren Gene in der kompatiblen Interaktion IWe mit Bgh der Rasse A6.
Gezeigt werden die Gene, deren Expression nach der Behandlung mindestens 2,5fach von der Expression der Kontrolle
abwich. Zahlen der rechten Spalte geben die x-fache Induktion bzw. Repression der Gene nach der Behandlung im Ver-

gleich zur Kontrolle an.

Klon héchste Homolgie zu Induktion
HvD00126 keine Homologie 3x
Hv0456GL Bcil: Lipoxygenase 2,6x
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Klon hochste Homolgie zu Repression

GANO001A04 N-Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase 2,6x
GANOOl1E14 unbekannte Funktion 2,9x
GANO002L09 Chlorophyll a/b bindendes Protein 2,7x
Hv53MK EPSP-Synthase 2,9x

Zwei Gene wurden durch das Pathogen induziert. Fiir vier der insgesamt 54 Gene konnte
gezeigt werden, dass sie nach der Inokulation mit Bgh reprimiert wurden. Allerdings han-

delte es sich um vergleichsweise schwache Anderungen der Expression.

3.2.2.3 Behandlung mit Methyljasmonat

Die in den Macroarrays identifizierten BTH-induzierten Gene wurden hinsichtlich ihrer
Expressionsverdnderung durch Methyljasmonat (MeJA) untersucht. Um das Blattmaterial
fiir die Sondenherstellung zu gewinnen, lasst man Primédrblatter von sieben Tage alten
IngridWt-Pflanzen fiir 24 Stunden auf einer Losung von 45 uM Methyljasmonat schwim-
men. Fir die Kontrolle wurden Primérblatter gleichen Alters auf Wasser gefloatet. Die
Hybridisierung und Auswertung der Filter erfolgte wie oben beschrieben. In Tabelle 3.4
sind die als differentiell exprimiert gefundenen Gene gezeigt. Detailliertere Daten finden

sich in Tabelle 8.7 im Anhang.

Tabelle 3.4: Expression der BTH-induzierbaren Gene nach der Behandlung mit MeJA. Gezeigt werden die Gene,
deren Expression nach der Behandlung mindestens 2,5fach von der Expression der Kontrolle abwich. Zahlen der rechten

Spalte geben die x-fache Induktion bzw. Repression der Gene nach der Behandlung im Vergleich zur Kontrolle an.

Klon hochste Homolgie zu Induktion

GANO001B19 Bci6 + unbekannte Funktion 94x

GANO002109 Jasmonat induzierbares Protein (JIP 37) 37000x

Klon hochste Homolgie zu Repression
ATP-abhingiger Transporter + unbekannte

GANO001DO7 _ 35x
Funktion

GANO001MO04 unbekannte Funktion 7,4x

GANO001PO03 unbekannte Funktion 36x
Glycoprotein-like + Glucan-endo-1,3-f3-

GANO002G16 . . 1850x
Glucosidaseisoenzym + GADPH

GANO002L09 Chlorophyll a/b bindendes Protein 2300x
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Klon hochste Homolgie zu Repression

GANO003B09 unbekannte Funktion 4,.9x
GANOO3E17 Auxin-reprimiertes Gen 67x
GANOO3F10 Arylsulfatase 11x
GANO004K22 unbekannte Funktion 11x
Hv196rh Hvbasl 37x
HvDO00126 keine Homologie 3x

Zwei der insgesamt 54 Gene auf dem Filter wurden durch das Floaten auf MeJA induziert:
JIP 37 wurde nach der MeJA-Behandlung 37.000fach stirker exprimiert als in der Kon-
trolle, das PCR-Fragment, das sich aus Bci6 und einem unbekannten Gen zusammensetzt,
zeigte eine um den Faktor 94 stirkere Expression.

Elf Gene zeigten eine deutliche Repression durch das Floaten auf MeJA. Besonders stark
reprimiert waren die Klone GAN002G16 und GAN002L09. Beide Klone besitzen mehr als

ein Insert.

3.2.3 Bestatigung der differentiellen Expression mittels two step RT-PCR

Die in den Macroarray und Dotblot-Analysen als BTH-induzierbar identifizierten Gene
sollten in einem letzten Schritt durch die unabhédngige Methode der semiquantitativen two-
step RT-PCR bestitigt werden. Sieben Tage alte IngridWt-Pflanzen wurden mit 20 ppm
BTH bzw. mit der entsprechenden Menge WG behandelt. Zum Zeitpunkt 0 und 12, 24, 48
und 72 Stunden nach der Behandlung wurden jeweils Blattproben geerntet. Aus dem unter
fliissigem Stickstoff gemorserten Material wurde die Gesamt-RNA extrahiert. Daraus
wurde unter Verwendung der RevertAid™ H Minus M-MuLV Reversen Transcriptase von
MBI Fermentas, St. Leon-Rot cDNA hergestellt. Diese diente dann als Matrize fiir PCR-
Reaktionen. Zur Uberpriifung gleicher Lademengen von ¢cDNA wurde die Expression ei-
nes konstitutiv exprimierten Ubiquitin-Gens nachgewiesen. Zur Uberpriifung der chemi-
schen Induktion durch BTH wurde das Bci4-Gen verwendet. Dieses Gen ist bislang einer
der besten Marker fiir chemisch induzierte Resistenz in Gerste (BEBER et al., 2000). 13 der
28 Gene mit differentiellen Signalen in den Dotblot-Analysen wurden mittels RT-PCR auf
thre Expression iiberpriift. Wie Abbildung 3.5 zeigt, konnte fiir fiinf der 13 Gene auch
durch RT-PCR eine Regulation durch BTH bestétigt werden.
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Abb. 3.5: Transkriptakkumulation verschiedener Gene nach der Behandlung mit BTH. Sieben Tage alte Gersten-
keimlinge der Sorte IngridWt wurden mit 20 ppm BTH bzw. der entsprechenden Menge WG behandelt (Bo-
denapplikation) und 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach der Behandlung wurden die Blétter geerntet. Die aus
den Blittern extrahierte Gesamt-RNA wurde in ¢cDNA umgeschrieben, die als template fiir PCRs mit
genspezifischen Primern diente. Zur Uberpriifung gleicher Lademengen diente das konstitutiv exprimierte
Gen Ubiquitin, Bci4 diente als Markergen fiir die chemisch induzierte Resistenz. K war eine Negativkon-
trolle ohne cDNA. Zusitzlich ist die Zyklenzahl angegeben, die zur Amplifikation der Gene verwendet

wurde.

Die RT-PCRs wurden fiir die gezeigten Gene mindestens einmal wiederholt, um die Er-
gebnisse zu bestdtigen. Die Amplifikation des Ubiquitin-Gens zeigt eine gleichmiBige
Einstellung der cDNA-Konzentrationen der verschiedenen Proben. Bci4, als Marker fiir die
chemisch induzierte Resistenz in Gerste, zeigt eine starke Induktion der Expression bereits
12 Stunden nach der Behandlung.

Die Cysteinprotease zeigt einen Anstieg der Expressionsrate durch die Behandlung mit
BTH. Allerdings ist dieser nicht so deutlich wie die Ergebnisse der Macroarray und
Dotblot Analysen erwarten lief3en.

Das Reticulon-like Gen zeigt eine verstirkte Expression 12 und 24 Stunden nach der BTH-
Behandlung, die Expression fillt danach jedoch auf das Niveau der WG-behandelten Kon-

trolle zuriick. GANOO1K12, dem bislang keine Homologie zugeordnet werden konnte,
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wurde 12 Stunden nach der BTH-Behandlung stirker exprimiert als zum gleichen Zeit-
punkt nach der Kontrollbehandlung. Dann nimmt die Expressionsstirke ab und zeigt 72
Stunden nach der Behandlung eine geringere Expressionsrate als die Kontrolle.
GANOO1E14 zeigte eine leichte Geninduktion durch WG. Deutlich frither und starker war
die Induktion nach der Behandlung mit BTH im Vergleich zur Kontrolle. Bereits nach 12
Stunden ist eine deutliche Expression zu erkennen, wihrend erst 48 Stunden nach der WG-
Behandlung eine schwache Expression zu erkennen ist.

GANOO1L11, ein Gen ohne Homologie zu einem Gen bekannter Funktion, zeigt in allen
Zeitpunkten einen sehr starken Anstieg der Expression nach der BTH-Behandlung.

Ein Gen mit Homologie zu einem Remorin, GANO0O3M18, zeigte ein iiberraschendes Ex-
pressionsmuster. Zu den Kontrollzeitpunkten 0, 12 und 48 Stunden wurde es stark expri-
miert, nach 24 Stunden war keine Expression nachweisbar und 72 Stunden nach der Kon-
trollbehandlung war eine schwache Expression des Gens zu beobachten. 12 und 24 Stun-
den nach der BTH-Behandlung war eine schwache Expression des Gens zu erkennen, wéh-
rend zu den iibrigen Zeitpunkten keine Transkriptakkumulation nachweisbar war. Da die-
ses Gen zum speziell zum in den Macroarrays untersuchten Zeitpunkt 48 Stunden nach der
jeweiligen Behandlung nicht induziert war, wurde es nicht fiir die Uberpriifung seiner
Funktion im transienten Transformationsassay verwendet.

Des Weiteren wurden die Klone GAN001A04, GANOO1A10, GANOO1E14, GAN002B02,
GANO003A19, GAN004K21 und HvD00195 tiberpriift. Sie zeigten unter Anwendung der
Methode der semiquantitativen RT-PCR keine differentielle Expression nach BTH-Induk-
tion. Fiir den Klon GANO01B19, der sich aus Bci6 und einem Gen mit unbekannter Funk-
tion zusammensetzt, konnte gezeigt werden, dass die Induzierbarkeit durch Bci6 uznd nicht

durch das Gen mit unbekannter Funktion bedingt wird.

3.3 Gen-Funktionsanalysen

Der Einfluss einiger ausgewdhlter Gene auf die Interaktion von Gerste mit Bgh wurde mit
Hilfe eines transienten Transformationssystems untersucht (NIELSEN et al., 1999;
SCHWEIZER et al. 1999). In einzelnen Epidermiszellen ein Kandidatengen entweder {iber-
exprimiert oder durch RNA Interferenz ausgeschaltet. Dazu wurden die Primérblétter mit-
tels Partikelbombardement transient mit dem Kandidatengen unter der Kontrolle eines

konstitutiven Promotors oder mit der doppelstringigen RNA des Gens beschossen.
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3.3.1 Kandidatengene aus den Macroarray-Analysen

Fiinf Gene aus der untersuchten GAN-cDNA Bank aus BTH-induzierten Epidermiszellen
wurden als BTH-induziert bestdtigt. Vor der Untersuchung des Einflusses der Gene auf die
Mehltau-Resistenz wurden sie hinsichtlich ihrer Expression in der Epidermis iiberpriift.
Durch two step RT-PCRs konnte fiir alle fiinf Gene die epidermale Expression gezeigt
werden (ohne Abbildungen). Um ihre Funktion im Pathosystem Gerste/Bgh zu tiberpriifen,

wurden die Translation der entsprechenden Gene durch RNA Interferenz ausgeschaltet.

3.3.1.1 Funktionelle Charakterisierung einer Cysteinprotease -GAN003J15-
Die Cysteinprotease GAN003J15 zeigt die hochste Homologie (2¢”” nach dem BlastX

Algorithmus, ALTSCHUL et al., 1997) zu einer fruit bromelain Vorstufe aus Ananas
(T10518). SAG12, eine Cysteinprotease aus A. thaliana wird im Zusammenhang mit dem
Katabolismus und der Nahrstoffmobilisierung wihrend der Seneszenz diskutiert (LOHMAN
et al., 1994, NOH und AMASINO, 1999).

Der Einfluss des Ausschaltens der Cysteinprotease auf die Interaktion von IngridWt mit
dem Echten Gerstenmehltaupilz wurde mikroskopisch ausgewertet (Abb. 3.6). In drei Ex-
perimenten wurden Primérblatter von unbehandelten Pflanzen verwendet, und in drei wei-
teren unabhingigen Experimenten wurden Primédrblatter von Pflanzen verwendet, die 48
Stunden vor dem Partikelbombardement mit 60 ppm BTH behandelt wurden. Die Penetra-
tionsrate errechnet sich als Verhiltnis der transformierten Zellen mit Haustorien durch die
Anzahl aller attackierten Gfp-Zellen. Die Abbildung 3.6 zeigt die Ergebnisse der transien-

ten Transformation.
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Abb. 3.6: Einfluss des knock downs einer Cysteinprotease auf die Resistenz in Gerste gegeniiber Bgh. Die Epider-
mis von unbehandelten (weile Sdulen) und BTH-behandelten (grau hinterlegte Séulen) Primérblattern (cv.
IngridWt) wurde mit doppelstringiger RNA der Cysteinprotease bzw. von Tr als Kontrolle jeweils in
Kotransformation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relati-
ven Penetrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich
aus dem Verhéltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den

Standardfehler an.

Fiir die drei Experimente mit unbehandelten Primérbléttern wurden pro Variante zwischen
68 und 101 Interaktionen ausgewertet. Diese Experimente zeigten, dass das Ausschalten
der Cysteinprotease keine eindeutigen Verdnderungen der Penetrationseffizienz (PE) im
Vergleich zur Kontrolle bewirkte. In zwei Experimenten wurde die PE durch das Aus-
schalten um 31 % bzw. um 7 % erhdht, wihrend in einem Experiment die PE im Vergleich
zur Kontrolle um 15 % gesenkt wurde. Der knock down der Cysteinprotease ergab im
Mittel eine nicht signifikant erhohte Anfilligkeit von 8 %. Darauthin wurden ebenfalls drei
unabhingige Experimente mit BTH-behandelten Blittern durchgefiihrt, in denen 59 bis 86
Interaktionen pro Variante ausgewertet wurden. Hier waren die beobachteten Abweichun-
gen der Penetrationsrate von der Kontrolle grofer, und ergaben im Mittel eine um
25 %erhohte Anfilligkeit, die aber verursacht durch schwankende Effekte nicht signifikant
war. In zwei Experimenten wurde die PE durch den knock down um 39 % bzw. um 59 %

gesenkt, wihrend die in einem dritten Experiment um 172 % erh6ht wurde.
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3.3.1.2 Funktionelle = Charakterisierung  eines  Reticulon-dhnlichen  Gens
-GANO001D12-

Die Reticulon-Proteine wurden zuerst in hoheren Vertebraten beschrieben (VAN DE VELDE
et al., 1994). Es handelt sich um 200-1200 Aminosduren grof3e Proteine, die mit dem En-
doplasmatischen Reticulon assoziiert sind.

Es wurden fiinf unabhingige transiente Transformationen mit unbehandelten Primérblat-
tern durchgefiihrt, bei denen zwischen 62 und 91 Interaktionen pro Variante ausgewertet
wurden. Drei voneinander unabhidngige Experimente wurden mit Primérblittern von
Ingrid Wt-Pflanzen durchgefiihrt, die 48 Stunden vor dem Partikelbombardement mit
60 ppm BTH behandelt wurden. Hier wurden pro Variante zwischen 57 und 70 Interaktio-
nen ausgewertet. Die Abbildung 3.7 zeigt die Ergebnisse der Versuche.
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Abb. 3.7:  Einfluss des knock downs eines Reticulon-like Gens auf die Resistenz in Gerste gegenuiber Bgh. Die
Epidermis von unbehandelten (weile Séulen) und BTH-behandelten (grau hinterlegte Sdulen) Primérblattern
(cv. IngridWt) wurde mit doppelstrangiger RNA eines Reticulon-like Gens bzw. von Tr als Kontrolle jeweils
in Kotransformation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der re-
lativen Penetrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt
sich aus dem Verhéltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben

den Standardfehler an.

Die fiinf Experimente mit unbehandelten Primédrblittern zeigten teilweise recht starke
Effekte. In vier der flinf Experimente bewirkte das Ausschalten des Reticulon-like Gens
eine zwischen 3 und 40 % erhohte Anfalligkeit. In einem Experiment wurde die Penetrati-

onsrate des Pilzes allerdings um 18 % reduziert. Der Mittelwert gibt eine um 13 % erhdhte
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PE im Vergleich zur Kontrolle, diese ist jedoch nicht signifikant. Ahnlich sind die Ergeb-
nisse der Experimente, in denen Blitter von BTH-behandelten Pflanzen verwendet wurden.
In zwei Experimenten bewirkte der knock down des Gens eine erhohte PE im Vergleich zur
Kontrolle, wihrend in einem Experiment eine 5 %ige Reduktion der Penetrationsrate er-

zielt wurde. Im Mittel sind diese Anderungen ebenfalls nicht signifikant.

3.3.1.3 Funktionelle Charakterisierung von GAN001K12

GANO001K12 zeigte in den two step RT-PCRs sehr starke und frithe Induktion durch die
Applikation von BTH. Das Gen zeigt Homologie zu einem EST in der TIGR-Datenbank,
der bislang allerdings nicht funktional charakterisiert ist. In vier unabhingigen transienten
Transformationsexperimenten mit Primérbléttern von unbehandelten Pflanzen mit jeweils
zwischen 62 und 105 ausgewerteten Interaktionen pro Variante und zwei unabhidngigen
Experimente mit Blattern von BTH-behandelten Blittern, bei denen 64 bis 70 Interaktio-
nen pro Variante ausgewertet wurden, wurde ein moglicher Einfluss auf die Bgh-Resistenz

iiberpriift. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 3.8 dargestellt.

RNAI Gen -GANO01K12-

2,5

2,09

von der jeweiligen Kontrolle

Abweichung der relativen PE

I:l unbehandelt . Bodenapplikation von 60 ppm BTH

48 h vor Bombardement

Abb 3.8: Einfluss des knock downs des Gens GAN001K12 auf die Resistenz in Gerste gegeniiber Bgh. Die
Epidermis von unbehandelten (weifle Sdulen) und BTH-behandelten (grau hinterlegte Sdulen) Primérbléttern
(cv. IngridWt) wurde mit doppelstringiger RNA des Gens GAN001K 12 bzw. von Tr als Kontrolle jeweils in
Kotransformation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relati-
ven Penetrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich
aus dem Verhéltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den

Standardfehler an.
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Das transiente Ausschalten dieses Gens, das keine Homologie zu bereits charakterisierten
Genen zeigt, hat in unbehandelten keinen signifikanten Effekt auf die Penetrationsrate von
Bgh. Die beiden Experimente mit BTH-behandelten Blattern zeigten Effekte in entgegen-

gesetzte Richtungen, so dass hier keine abschlieBende Aussage moglich ist.

3.3.1.4 Funktionelle Charakterisierung von GANOO1E14

Fiir das chemisch induzierbare Gen GANOO1E14 konnte bislang kein sequenzhomologes
Gen, dem eine Funktion zugewiesen werden konnte, identifiziert werden. Zur Uberpriifung
seiner Funktion in der Gerste/Bgh-Interaktion wurde das Gen durch RNA Interferenz tran-
sient ausgeschaltet. Es wurden jeweils zwei Experimente mit unbehandelten bzw. mit
BTH-behandelten Primérbléttern durchgefiihrt. In den Experimenten wurden zwischen 54
und 123 Interaktionen pro Variante ausgewertet. Die Ergebnisse sind Abbildung 3.9
dargestellt.
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Abb 3.9: Einfluss des knock downs des Gens GANOO1E14 auf die Resistenz in Gerste gegeniiber Bgh. Die
Epidermis von unbehandelten (weille Sdulen) und BTH-behandelten (grau hinterlegte Sdulen) Primérblattern
(cv. IngridWt) wurde mit doppelstrangiger RNA des Gens GANOO1E14 bzw. von Tr als Kontrolle jeweils in
Kotransformation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relati-
ven Penetrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich
aus dem Verhéltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den

Standardfehler an.
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Das transiente Ausschalten dieses Gens mit unbekannter Funktion zeigte in zwei durchge-
fiihrten Experimenten eine Verringerung der Penetrationsrate um etwa 25 % in unbehan-

delten Bléttern, hatte jedoch keinen Effekt in BTH-behandelten Blattern.

3.3.1.5 Funktionelle Charakterisierung von GAN0O1L11

GANOOIL11, ein weiteres chemisch induzierbares Gen, das durch die Macroarray-Analy-
sen identifiziert wurde, besitzt keine Homologien zu Genen, deren Funktion bekannt ist. Es
wurde untersucht, ob das transiente Ausschalten dieses Gens durch RNA Interferenz einen
Einfluss auf die Gerste/Bgh-Interaktion hat. Dazu wurden zwei Versuche mit unbehandel-
ten Primérblédttern und drei mit BTH-behandelten Priméarblittern des Kultivars IngridWt
durchgefiihrt. Pro Experiment und Variante wurden zwischen 51 und 123 Interaktionen

ausgewertet. Abbildung 3.10 zeigt die Ergebnisse der Versuche.
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Abb 3.10: Einfluss des knock downs des Gens GANOO1L11 auf die Resistenz in Gerste gegeniiber Bgh. Die
Epidermis von unbehandelten (weifie Sdulen) und BTH-behandelten (grau hinterlegte Sdulen) Primérbléttern
(cv. IngridWt) wurde mit doppelstrangiger RNA des Gens GANOOIL11 bzw. von Tr als Kontrolle jeweils in
Kotransformation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relati-
ven Penetrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich
aus dem Verhéltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den

Standardfehler an.

Das Ausschalten des Gens GANOOIL11 zeigt in unbehandelten Bléttern in beiden Versu-
chen nur sehr schwache Effekte auf die Interaktion mit Bgh. In Blittern, die 48 Stunden
vor dem Beschuss mit BTH behandelt wurden, sind keine bzw. mit jeweils 44 % Effekte

sowohl in Richtung Anfalligkeit als auch zu erhdhter Resistenz beobachtet worden. Mittelt
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man jeweils die Ergebnisse der einzelnen Versuche, hat der knock down des Gens keinen

Effekt auf die Resistenzauspragung der Gerste gegeniiber Bgh.
3.3.2 Funktionsanalysen weiterer Kandidatengene

3.3.2.1 Funktionelle Charakterisierung von HvVEds5

EDSS5 ist eine wichtige Komponente der SA-Signalkette in A. thaliana. Nach Pathogen-
infektion kann in der eds5-Mutante keine SA akkumuliert werden (NAWRATH et al., 2002).
EDSS codiert fiir ein Protein, das hohe Homologie zu MATE-Transportern (multidrug and
toxin extrusion) aufweist. Mit den Primern HVEDS5_5” und HVEDSS5 3’ (siche Tabelle 8.1
im Anhang), die von einem EST aus Gerste mit hoher Homologie zu Eds5 aus A. thaliana
(GenBank Acc. Nr.: AF416569) abgeleitet wurden, wurde aus einer SMART®-cDNA-Bank
(zur Verfiigung gestellt von Carin Jansen, IPAZ Gie3en) ein 313 bp groBes Fragment mit-
tels PCR amplifiziert. Es wurde eine Standard-PCR mit 35 Zyklen und einer annealing-
Temperatur von 56 °C durchgefiihrt. Das Pflanzenmaterial zur Herstellung der cDNA-
Bank stammte von sieben Tage alten IngridWt-Keimlingen, die sechs Stunden nach der
Inokulation mit Bgh der Rasse A6 geerntet wurden. Das PCR-Produkt wurde nach gel-
elektophoretischer Trennung aus dem Gel extrahiert, in pGEM®-T ligiert, in DH5a-Zellen
kloniert und sequenziert. Die Sequenz des Gerstenhomologs findet sich im Anhang. Dieses
Fragment hat nach dem BLASTX Algorithmus (ALTSCHUL et al., 1997) eine Homologie
von 2¢>* zu EDS5 aus A. thaliana (Acc. Nr.: AAM63262) und zeigt damit auf Protein-
ebene eine hohe Homologie. Versuche mittels RACE eine Gersten full length cDNA von
HVEdSs5 zu klonieren, schlugen fehl. Deshalb konnte nur der knock down des Gens im tran-
sienten Assay iiberpriift werden. Da in Arabidopsis eds5-Mutanten zwar anfalliger sind,
jedoch weiterhin BTH-induzierbar, (CHANDRA-SHEKARA et al., 2004) wurden die Gersten-
pflanzen fiir die RNAi-Experimente nicht mit BTH induziert. Die Ergebnisse des transien-

ten knock downs von Eds5 in Gerste sind in Abbildung 3.11 dargestellt.
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Abb. 3.11: Einfluss des knock downs von Eds5 auf die Resistenz in Gerste gegenuber Bgh. Die Epidermis von
unbehandelten Primérblittern (cv. IngridWt) wurde mit doppelstrangiger RNA von Eds5 bzw. von Tr als
Kontrolle jeweils in Kotransformation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die
Abweichung der relativen Penetrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrati-
onseffizienz ergibt sich aus dem Verhiltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen.

Die Balken geben den Standardfehler an.

Wie Abbildung 3.11 zeigt konnte in sechs unabhéngigen Versuchen, in denen zwischen 64
und 100 Interaktionen pro Variante ausgewertet wurden, kein signifikanter Effekt des tran-
sienten knock downs von HVEdS5 auf die Resistenz von Gersten-Primérbléttern gegeniiber

Bgh festgestellt werden.

3.3.2.2 Funktionelle Charakterisierung von Bci2

Bci2 wurde als ein durch DCINA induzierbares Gen durch subtraktive Suppressionshybri-
disierung von BEBER et al. (2000) identifiziert. Mit den Primern SBCI2 und 3BCI2 (siche
Tabelle 8.1 im Anhang) wurde aus einer Gersten-cDNA-Bank mittels PCR ein 414 bp
grofles Fragment isoliert. Die cDNA-Bank wurde von Carin Jansen, IPAZ Giel3en erstellt
und zur Verfiigung gestellt. Sie wurde aus Bléttern des Gerstenkultivars Manchuria gene-
riert, die 24 Stunden nach der Applikation von BTH geerntet wurden. Die nachfolgende
Sequenzierung zeigte, dass es sich um ein bislang unbekanntes Thionin handelt, das unter
der Acc. Nr. AJ508712 veréffentlicht wurde. Die Sequenz von Bci2 findet sich im Anhang.
Es zeigt auf Nukleotidebene die hochste Ahnlichkeit zu einem Thionin (Acc. Nr.: M19048;
GAUSING, 1987).
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Das PCR-Produkt wurde zur Herstellung von doppelstringiger RNA in pGEM®-T ligiert.
Fiir den transienten knock down wurden fiinf Tage alte Gerstenkeimlinge der Kultivare
Pallas und IngridWt mit 60 ppm BTH per Bodenapplikation behandelt. Die Primérblétter
der Pflanzen wurden mit der doppelstrangigen RNA von Bci2 bzw. von Tr (Kontrolle) zu-
sammen mit dem Reportergen Gfp in pGY1 beschossen. Die Inokulation erfolgte vier

Stunden nach dem Beschuss und die mikroskopische Auswertung wurde zwei Tage spéter
durchgefiihrt.
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Abb. 3.12: Einfluss des knock downs von Bci2 auf die Resistenz von Gerste gegenliber Bgh. Fiinf Tage alte Gersten-
pflanzen (cv. Pallas bzw. IngridWt*) wurden per Bodenapplikation mit 60 ppm BTH behandelt. 48 hai wur-
den die Primérblatter mit doppelstringiger RNA von Bci2 bzw. von Tr als Kontrolle jeweils in Kotransfor-
mation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relativen Penet-
rationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich aus dem
Verhiltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den Standard-

fehler an.

In neun unabhingigen Experimenten mit jeweils 52 bis 96 ausgewerteten Interaktionen pro
Variante konnte gezeigt werden, dass der transiente knock down von Bci2 nach vorheriger
BTH-Induktion zu einer Erh6hung der Penetrationsrate im Vergleich zur Kontrolle fiihrt.
Die Signifikanz des Ergebnisses wurde mit einem gepaarten zweiseitigen T-Test bestétigt
(p=0,012).

Zur Kontrolle wurden zwei Experimente mit unbehandelten Primérbléttern durchgefiihrt.
In beiden Experimenten konnte nur eine minimale Verdnderung der Resistenz um 1 %

bzw. um 9,2 % gezeigt werden (ohne Abbildung). Beide Werte werden als versuchsbe-
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dingte Schwankung angesehen. Somit konnte durch den knock down von Bci2 ohne vorhe-
rige BTH-Applikation kein signifikanter Einfluss auf die Resistenzauspragung der Gerste
gegeniiber Bgh festgestellt werden.

Zur Uberexpression wurde das Gen mit um BamHI und Paell Schnittstellen verléingerten
Primern BamBci2 und PaellBci2 (sieche Tabelle 8.1 im Anhang) aus der oben beschriebe-
nen cDNA-Bank isoliert. Das Fragment wurde in pGEM®-T ligiert und kloniert. Uber die
eingefiigten Schnittstellen wurde das Fragment in pGY1 eingefiigt. Das so erhaltene Plas-
mid pGY1Bci2 wurde fiir Uberexpressionsstudien verwendet. Primirblitter von sieben
Tage alten Gerstenkeimlingen (cv. Pallas) wurden mit pGY 1Bci2 zusammen mit pGY 1Gfp
durch Partikelbombardement transformiert. Als Kontrolle dienten Blétter, die mit pGY1
ohne Bci2 zusammen mit dem Reporterplasmid transformiert wurden. Die Ergebnisse der

Uberexpressionsstudien sind in Abbildung 3.13 gezeigt.
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Abb. 3.13: Einfluss der Uberexpression von Bci2 auf die Resistenz in Gerste gegeniiber Bgh Die Epidermis von
Primérbléttern (cv. Pallas) wurde mit pGY 1Bci2 bzw. leerem pGY 1-Vektor als Kontrolle jeweils in Kotrans-
formation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relativen Pe-
netrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich aus
dem Verhiltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den

Standardfehler an.

Die Uberexpression von Bci2 in der Epidermis von Gerstenprimirblittern zeigte keinen
signifikanten Effekt auf die Resistenzauspriagung der Gerste gegeniiber Bgh. In drei unab-

hingigen Experimenten mit jeweils zwischen 59 und 81 ausgewerteten Interaktionen pro
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Variante konnten jeweils nur geringe Abweichungen der Penetrationseffizienz im Ver-

gleich zur Kontrolle festgestellt werden.

3.3.2.3 Funktionelle Charakterisierung von Bci9

Bci9 (Acc. Nr.: AJ250665), ein Gen mit hoher Homologie zu einer Apyrase wurde eben-
falls von BEBER et al. (2000) isoliert. Apyrasen (EC 3.6.1.5) sind Diphosphohydrolasen
und als mogliche Funktionen in Pflanzen werden die Mobilisierung von Phosphat und die
Detoxifizierung von Xenobiotica diskutiert (THOMAS et al., 1999 und 2000).

Die Klonierung des Gens in pGEM®-T erfolgte von einem RACE-Produkt, das wahr-
scheinlich die komplette Sequenz des offenen Leserasters des Gens enthdlt. Die RACE-
Reaktion wurde mit dem Marathon™ RACE Kit von BD Biosciences Clontech, Heidel-
berg unter Verwendung des Primers inv.BCI9 5' durchgefiihrt. Das angenommene Startco-
don wurde nur iiber Sequenzvergleiche identifiziert, da die 5’-Sequenz kein Stop-Codon
vor dem postulierten Startcodon enthidlt. Das Gen wurde iiber die Ncol-Schnittstellen aus
pGEM®-T ausgeschnitten und unter Verwendung von Klenow Fragment (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot; Verwendung nach Angaben des Herstellers) aufgefiillt. Das entstandene
Fragment wurde iiber die Smal-Schnittstelle in pGY1 einkloniert und die Orientierung
tiberpriift. Die beschriebenen Klonierungen wurden von Bogdan Balta und Uta
Geldermann (IPAZ GieBen) durchgefiihrt. Das Plasmid wurde zur transienten Uberexpres-
sion von Bci9 in Gerstenprimérbléttern des Kultivars Pallas verwendet. Die Ergebnisse

dieser Experimente sind Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abb 3.14: Einfluss der Uberexpression von Bci9 auf die Resistenz in Gerste gegeniiber Bgh. Die Epidermis von
Primérbldttern (cv. Pallas) wurde mit pGY1Bci9 bzw. mit leerem pGY1-Vektor als Kontrolle jeweils in
Kotransformation mit dem Reportergen Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relati-
ven Penetrationseffizienz (PE) von derjenigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich
aus dem Verhéltnis der ausgebildeten Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den

Standardfehler an.

Die Uberexpression von Bci9 einem Gen mit hoher Homologie zu Apyrasen hat wie Ab-
bildung 3.14 zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Resistenz der Gerste gegeniiber
Bgh. Es wurden flinf unabhidngige Versuche durchgefiihrt, mit jeweils 64 bis 151 ausge-
werteten Interaktionen. Die ersten beiden Experimente zeigten einen leichten Effekt in
Richtung erhohter Resistenz, wéihrend die drei nachfolgenden Experimente einen leichten
bis sehr starken Effekt in Richtung erhohter Suszeptibilitét zeigen. Die Werte ergeben im
Mittel einen um 14 % erhdhte Penetrationsrate durch die Uberexpression von Bci9, aller-

dings ist dieser Mittelwert mit einem hohen Standardfehler behaftet.

3.3.2.4 Funktionelle Charakteriserung von HvSgtl in Abhangigkeit von der che-
misch Induzierten Resistenz

Das Gerstengen Sgtl (Acc. Nr. AF439974) wurde mit den Primern 5’SGTI1Bam und

3’SGT1Pst aus einer Gersten cDNA-Bank (siche Kapitel 3.3.2.2) mittels PCR amplifiziert

und in pGEM®-T ligiert. Das Produkt hatte eine GrdBe von 1201 bp und wurde durch Se-

quenzierung tberpriift. Es diente der Herstellung von dsRNA fiir den transienten knock

down des Gens. Es wurden unbehandelte bzw. mit 60 ppm BTH behandelte Primérblatter

des Kultivars Pallas durch Partikelbombardement transformiert. Nach zwei Tagen wurden
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die Primérblatter mit dsSRNA von Sgtl und Tr zusammen mit pGY 1Gfp als Reporterplas-
mid beschossen. Nach vier Stunden wurden die Blétter mit Bgh der Rasse A6 inokuliert.
Die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung, die zwei Tage spiter erfolgte, sind in

Abbildung 3.15 gezeigt.
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Abb 3.15: Einfluss des knock downs von Sgtl auf die Resistenz von Gerste gegeniiber Bgh in Abhéngigkeit von
chemisch induzierter Resistenz. Fiinf Tage alte Gerstenpflanzen (cv. Pallas) wurden per Bodenapplikation
mit 60 ppm BTH bzw. mit WG behandelt. 48 Stunden nach der Behandlung wurden die Primérblétter mit
doppelstrangiger RNA von Sgtl bzw. von Tr (Kontrolle) jeweils in Kotransformation mit dem Reportergen
Gfp in pGY-1 beschossen. Dargestellt ist die Abweichung der relativen Penetrationseffizienz (PE) von derje-
nigen der jeweiligen Kontrolle. Die Penetrationseffizienz ergibt sich aus dem Verhéltnis der ausgebildeten

Haustorien zur Summe der Interaktionsstellen. Die Balken geben den Standardfehler an.

In drei unabhéngigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der transiente knock down
von Sgtl keinen Einfluss auf die Penetrationsrate von Bgh der Rasse A6 in Gerstenprimér-
blattern der Sorte Pallas hat. Im direkten Vergleich zeigte sich eine Reduktion der PE
durch BTH um 36 %, da in diesen Experimenten sowohl BTH-behandelte als auch unbe-
handelte Pflanzen parallel verwendet wurden. Es wurden pro Experiment und Variante
zwischen 63 und 102 Interaktionen ausgewertet. Die Effizienz der dsSRNA wurde durch
den knock down eines SGT1-GFP-Fusionsproteins durch Ruth Eichmann, IPAZ Gieflen
bestétigt.
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4  Diskussion

Pflanzen verfiigen iiber verschiedene Abwehrstrategien, die ihnen zu einer Resistenz ge-
geniiber einer Vielzahl von Pathogenen verhelfen. Neben biotisch induzierten Formen der
Resistenz kann durch die Applikation von chemischen Resistenzinduktoren wie DCINA
oder BTH eine Erhohung der Resistenz gegeniiber verschiedenen Pathogenen erzielt
werden. Diese Form der Induzierten Resistenz ist auch in Getreide beschrieben (KOGEL et
al., 1994; GORLACH et al., 1996; SCHWEIZER et al., 1997; MoORRIS et al., 1998, KOGEL und
LANGEN, 2005). Wihrend verschiedene Mutanten der genetisch vermittelten und der
chemisch Induzierten Resistenz vor allem in Arabidopsis thaliana sehr viel zur Aufklarung
der verschiedenen Signaltransduktionswege in dikotylen Pflanzen beigetragen haben, sind
in monokotylen Pflanzen nur wenige der beteiligten Gene bekannt. Die vorliegende Arbeit
soll zur Identifikation von Genen beitragen, die an der chemisch Induzierten Resistenz in
Gerste beteiligt sind. Neben neu identifizierten Genen, sollen auch verschiedene Kandida-
tengene, darunter die als DCINA-induzierbar beschriebenen Bci-Gene (BEBER et al., 2000),
hinsichtlich ihrer Beteiligung an der Resistenzausprigung gegeniiber dem Echten

Gerstenmehltaupilz untersucht werden.

4.1 Untersuchung von Bci4-lberexprimierenden Getreidepflanzen

Das Gen Bci4 wurde durch eine suppressive Subtraktionshybridisierung von BEBER et al.
(2000) als chemisch induzierbares Gen aus Gerste identifiziert. Die kodierende Sequenz
besitzt nach dem BlastX Algorithmus (ALTSCHUL et al., 1997) hochste Homologie zu
einem putativen Ca’"-bindenden Protein aus Reis (6¢™®, Acc. Nr.: BAD46169) und einem
putativen ABA-induzierten Protein aus Cynodon dactylon, dem Bermudagras (2¢>°, Acc.
Nr.: AAS48644). Fiir beide Proteine liegen keine weiteren Erkenntnisse iiber mogliche
Funktionen vor. Hohe Homologie zeigt Bci4 auch zu sogenannten Caleosinen aus
A. thaliana und Sesam. Sie sind an Oleosomen und am Endoplasmatischen Reticulum lo-
kalisiert und es wird eine Funktion bei der Ca’"-vermittelten Fusion von Membranen
postuliert (NESTED et al., 2000, FRANDSEN et al., 2001).

Die Expression von Bci4 wird in Gerste durch chemische Resistenzinduktoren, wie BTH,
DCINA und SA, aber auch durch MeJA induziert, jedoch deutlich schwicher. Ein Anstieg
des endogenen Jasmonat-Spiegels durch die Behandlung mit Sorbitol, Verwundung oder

Pathogenbefall fiihrt nicht zu einer Akkumulation des Bci4-Transkripts. Neuere Untersu-
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chungen zeigen, dass es auch durch abiotischen Salz- oder pH-Stress nicht zu einer Akku-
mulation des BCI4-Proteins kommt (WIESE et al., 2004). Neben der Tatsache , dass keine
anderen als die beschriebenen Phytohormone und Resistenzaktivatoren als Stimuli fiir die
Bci4-Expression identifiziert werden konnten, macht seine unbekannte Funktion dieses
Gen und seinen Promotor zu interessanten Kandidaten fiir die Transformation von Ge-
treide.

Durch Verwendung des transienten Transformationsassays (siche Kapitel 2.4) konnen
Gene schnell und auch kostengiinstig hinsichtlich ihrer Beteiligung an der Resistenz ge-
geniiber dem biotrophen Getreidemehltaupilz untersucht werden. Da, bedingt durch die Art
der Transformation, die Expression des Transgens auf einzelne Epidermiszellen von jun-
gen Bléttern beschréankt bleibt, ist sie nur fiir wenige Pathosysteme anwendbar. Die Dauer
der Expression des Transgens bleibt auf wenige Tage beschrinkt, weshalb die Pathogenese
in diesem Zeitraum abgeschlossen sein muss. Zudem muss der Besiedelungserfolg des
Pathogens von der Interaktion mit einer einzelnen Epidermiszelle abhéngen. Rostpilze sind
z. B. ungeeignet, weil sie iiber Spaltdffnungen in den Interzellularraum eindringen und in
Mesophyllzellen Haustorien ausbilden.

Zur Uberpriifung der Funktion eines bestimmten Gens sind stabil transgene Pflanzen somit
im Prinzip besser geeignet. Sie eroffnen die Moglichkeit den Einfluss des transformierten
Gens in verschiedenen Geweben, aber auch wihrend der unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien einer Pflanze zu iiberpriifen. Da ihre Generierung sowohl arbeits- als auch zeitauf-
wendig ist, ist es sinnvoll durch transiente Transformation die Funktion von Genen zu
tiberpriifen und so eine Vorauswahl fiir Kandidatengene fiir die stabile Transformation zu
treffen. In Fallen in denen eine Generierung von stabil transgenen Pflanzen unmdglich ist,
da die konstitutive Uberexpression oder der knock down eines Gens letal ist, bleibt neben
der Verwendung von induzierbaren Promotoren nur eine transiente Transformation zur
Uberpriifung der Funktion.

Das Gen Bci4 wurde fiir die stabile Transformation von Gersten- und Weizenpflanzen aus-
gewiihlt, weil BEBER (2001) zeigen konnte, dass die transiente Uberexpression dieses Gens
die Penetrationsrate von Bgh im Kultivar IngridWt um 20- 50 % reduziert.

In Kooperation mit dem IPK Gatersleben wurden transgene Weizen- und Gerstenpflanzen
erzeugt, die das Bci4-Gen unter der Kontrolle des Ubiquitin-Promotors aus Mais
exprimieren sollen. Das T-Saatgut aus Gatersleben wurde hinsichtlich der Uberexpression
von Bci4 in den verschiedenen Linien analysiert und gleichzeitig das Resistenzverhalten

der verschiedenen T;-Pflanzen untersucht.
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4.1.1 Nachweis des Transgens

Die transgenen Weizenlinien wurden durch Partikelbombardement generiert, was hiufig zu
einer Integration von mehreren Kopien des Transgens in das Genom der Pflanze fiihrt.
Durch die Agrobacterium-vermittelte Transformation der Gerste erhdlt man dagegen mit
einer hohen Wahrscheinlichkeit nur eine integrierte Kopie des Transgens (BUDAR et al.,
1986). Kommt es zu einer Mendelschen Verteilung der Gene an die Nachkommenschaft,
besitzen die transgenen Weizenpflanzen der T;- und T,-Generation trotzdem meist noch
mehrerer Kopien des Gens, wihrend es bei heterozygoten Gerstenpflanzen mit nur einer
integrierten Kopie des Transgens bei etwa 25 % der Nachkommenschaft zum Verlust des
Transgens kommt. Andererseits kann die Integration von mehreren Kopien eines Gens zur
trans-Inaktivierung und damit zum Verlust der Genexpression fithren (STEINBIB, 1995). Da
keine der T-Pflanzen einen sichtbar verdnderten Phinotyp zeigte, war es notwendig, fiir
jede Ti- und T,-Pflanze, die hinsichtlich ihres Resistenzverhaltens untersucht werden
sollte, den transgenen Status und zusétzlich die Expression bzw. Translation von Bci4 zu
iiberpriifen.

Da jede einzelne Pflanze sowohl hinsichtlich der Expression des Transgens, als auch be-
zliglich ihrer Resistenz gegeniiber Bgh/Bgt getestet werden musste und anschlieBend noch
zur Gewinnung von Saatgut in die Vermehrung gegeben werden musste, stand nur wenig
oder idlteres Blattmaterial zur Verfiigung. Die Inokulation von ganzen Pflanzen war eben-
falls nicht méglich. Bedingt durch die hohe Inokulationsdichte wire auch durch Fungizid-
behandlung unmittelbar nach der Auswertung keine vollstindige Abtdtung des Pilzes
moglich. Dadurch wiirden gesunde Pflanzen in der gleichen Klimakammer infiziert werden
und ein frither starker Befall der Pflanzen vermindert die Qualitdt des Saatguts. Es wurden
deshalb so genannte Blattsegmenttests durchgefiihrt, bei denen abgeschnittene Blitter
inokuliert wurden.

Ublicherweise kann man transgene Samen unter Selektionsdruck in Bezug auf das ver-
wendete Antibiotika-Resistenzgen anziehen, um transgene von nicht transgenen Samen zu
unterscheiden. Die Oberfldche der Samen wird sterilisiert und diese anschlieBend auf spe-
ziellem Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum angezogen. Nicht transgene Samen
keimen unter diesen Bedingungen nicht oder deutlich schlechter aus. Diese Form der An-
zucht differiert jedoch stark zu der normalen Anzucht in Erde, und es ist schwer auszuma-
chen, welche physiologischen Unterschiede zu normal angezogenen Pflanzen auftreten.

Fiir nachfolgende Pathogen-Resistenztests werden deshalb Kontrollpflanzen bendtigt, die
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das Transgen nicht {iberexprimieren. Oft werden deshalb Pflanzen nur mit dem Vektor
ohne das entsprechende Kandidatengen gleichzeitig mit den Kandidatengen- Pflanzen
transformiert. Diese Pflanzen enthalten dann zwar nicht das Kandidatengen, aber die glei-
chen Resistenzgene. Da keine parallel hergestellten Kontrollpflanzen zur Verfiigung stan-
den, war die Selektion auf Antibiotika keine praktikable Methode. Stattdessen sollten die
jeweils nicht-transgene Eltersorte als Kontrollen verwendet werden.

Die schnellste und einfachste Methode zum Nachweis eines Transgens ist die PCR. Durch
sie kann man die integrierten Transgene bereits aus kleinsten Materialmengen bestimmen.
Allerdings kommt es leicht zu Kontaminationen, die zu falsch positiven Ergebnissen fiih-
ren konnen (STEINBIB, 1995). Die verwendeten Primer sollten entweder die verwendeten
Resistenzgene (Hygromycinresistenzgen hyg® in Gerste oder Kanamycinresistenzgen kan®
in Weizen) oder das Kandidatengen Bci4 nachweisen. Da in diesem Fall auch die nicht
transgenen Pflanzen positive Signale zeigten, die auch durch versuchte Optimierung der
Versuchsbedingungen nicht verhindert werden konnten, war ein schneller PCR-Nachweis
in diesem System nicht anwendbar.

Eine genauere Methode ist die Southern Analyse, mit deren Hilfe die Anzahl der integ-
rierten Kopien bestimmt werden kann. Zur Durchfiihrung wird jedoch eine grof3ere Menge
pflanzlicher DNA benétigt, sodass dazu nur éltere Pflanzen mit geniligend Blattmaterial
verwendet werden konnten. Da sich aus élteren Bléttern nach eigener Erfahrung schlechter
DNA extrahieren und diese sich auch schlechter im Gel auftrennen lisst, waren die Ergeb-
nisse der durchgefiihrten Southern Analysen nicht aussagekréftig.

Northern und Western Analysen haben die hochste Aussagekraft, da sie nicht nur den
transgenen Status einer Pflanze {iberpriifen, sondern auch eine erfolgreiche Expression
bzw. Translation des Transgens zeigen und eventuell auftretende silencing Effekte aus-
schlieBen konnen. Wiederum handelt es sich um recht aufwendige Methoden und fiir die
Western Analyse wird eine relativ gro3e Menge Gesamtprotein benotigt.

Das fiir die Western Analysen zur Verfligung stehende Antiserum zeigte jedoch besonders
in dlteren Pflanzen starke Kreuzreaktionen mit mehreren Proteinen gleicher oder sehr &hn-
licher Grof3e, welche eventuelle Signale durch die Expression des Transgens liberlagerten.
Da das Transgen aus Gerste stammt, konnte dies auf das Vorhandensein von weiteren
Bci4-dhnlichen Genen in Weizen und Gerste zuriickzufiihren sein. Deshalb war eine ge-
naue Aussage beziiglich der Translation des Transgens in diesem Fall nicht mdglich.

So blieb die Methode des Northern Analyse, die die Expressionsrate eines Gens zeigt. Mit

dieser Methode konnte das Bci4-Transkript spezifisch nachgewiesen werden. Es fanden
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sich keine Signale in den Negativkontrollen, d.h. wie erwartet wurde in diesen Pflanzen
ohne Induktion Bci4 nicht exprimiert. Die Abbildung 3.4 zeigt die Transkriptakkumulation
von Bci4 in einer ausgewihlten transgenen Linie. Die untersuchten transgenen Pflanzen
zeigen unterschiedlich starke Transkriptakkumulationen, die durch homo- bzw. heterozy-
gote Auspriagung oder der Integrationsort des Transgens bedingt sein konnten. Somit
konnte durch die Northern Analysen sowohl der transgene Status der Pflanzen als auch die
funktionale Transkription eindeutig nachgewiesen werden.

Um eine Abhingigkeit der Resistenz von der Bci4-Transkriptakkumulation zu untersuchen,
wurden die dritten Blatter verschiedener Linien zur Extraktion der Gesamt-RNA verwen-
det, um die Expressionsrate von Bci4 im Vergleich zu nicht transgenen Kontrollpflanzen
zu iberpriifen, wihrend die ersten beiden Blatter der gleichen Pflanzen mit Bgh bzw. Bgt
inokuliert und nach 48 Stunden mikroskopisch ausgewertet wurden (siehe folgendes Ka-
pitel). Die dritten Blétter wurden zur RNA-Extraktion verwendet, da sich nach den Erfah-

rungen in unserem Institut am besten junge Blétter fiir die Extraktion der RNA eignen.

4.1.2 Wirkung des Transgens auf die Resistenz gegen Bgh/Bgt

Nachdem die makroskopische Untersuchung von jeweils 15 putativ transgenen T,-Gersten-
und Weizenpflanzen aller zur Verfiigung stehenden Bci4-iiberexprimierender Linien keine
Unterschiede in der Resistenz der Blatter gegeniiber Bgh bzw. Bgt gezeigt hatte, wurden
einzelne Linien einer mikroskopischen Untersuchung unterzogen. Diese Methode gibt de-
taillierteren Aufschluss iiber die Reaktion der Pflanze gegeniiber einem Pathogen, konnte
jedoch nicht fiir alle Linien durchgefiihrt werden. Um einen moglichen Zusammenhang
zwischen Bci4-Expression und Resistenz der transgenen Pflanzen gegeniiber Bgh bzw. Bgt
aufzeigen zu konnen, wurden die ersten beiden Blitter von zwei verschiedenen Linien mit
Bgh bzw. Bgt inokuliert und mikroskopisch untersucht. Die dritten Blétter wurden zur
Northern Analysen verwendet, um die Expression des Transgens in den einzelnen mikros-
kopisch untersuchten Pflanzen festzustellen. Die Ergebnisse der mikroskopischen Aus-
wertung im Vergleich mit der Northern Analyse lieBen nicht auf einen Zusammenhang
zwischen der Expressionsstirke von Bci4 und der Penetrationsrate von Bgh bzw. Bgt
schlieBen. Die Linie B4-5(5) zeigte zum Beispiel fast keine Verdnderung der Penetrations-
raten auf dem ersten und zweiten Blatt im Vergleich zu nicht transgenen Kontrollen, ob-
wohl die Northern Analyse des dritten Blattes eine sehr starke Expression des Transgens

zeigt. Umgekehrt zeigt die Linie B4-5(7) eine deutliche Reduktion der Penetrationsrate auf
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dem ersten und zweiten Blatt, allerdings nahezu keine Expression des Transgens im dritten
Blatt. Da der verwendete CaMV35S Promotor als konstitutiv exprimiert gilt, muss ange-
nommen werden, dass die Expressionsrate des Transgens in den dritten Bldttern derjenigen
in den ersten und zweiten Blittern entspricht. Eine statistische Absicherung dieser
Aussagen war nicht mdglich, da bedingt durch die unterschiedlichen Expressionsraten von
Bci4 jede Pflanze einzeln untersucht werden musste.

Nach den vorliegenden Ergebnissen muss davon ausgegangen werden, dass Bci4 keine
funktionale Rolle in der Resistenz von Getreide gegeniiber dem Echten Getreidemehltau-
pilz zukommt.

Die starke und sehr spezifische Induktion von Bci4 durch resistenzinduzierende Verbin-
dungen legt die Vermutung nahe, dass durch die Applikation von Resistenzinduktoren
nicht alleine Resistenz induziert wird, sondern weitere physiologische Verdnderungen der
Pflanze ausgelost werden, die nicht unmittelbar mit der Resistenzauspridgung einhergehen.
Die Aussage wird dadurch gestiitzt, dass in transienten Transformationen bis auf Bci2 und
Bci3 keines der untersuchten Bci-Gene einen Einfluss auf die Resistenz gegen Echte Ge-

treidemehltaupilze hat.

4.2 Macroarray-Analysen  zur  Identifizierung neuer chemisch
Induzierter Gene

Physiologische Flexibilitdt ist notwendig, um sich an verdndernde Umweltbedingungen
anpassen zu konnen. Durch verschiedene regulatorische Mechanismen kommt es zu einer
Verdnderung der Expression ganzer Gengruppen, die fiir die Anpassung an verschiedene
Situationen notwendig ist.

Zur gleichzeitigen Untersuchung der Expressionsverdnderung einer groBeren Anzahl von
Genen eines Organismus kann die Methode der cDNA-Arrays verwendet werden. In dieser
Arbeit wurden so genannte Macroarrays verwendet, die in Zusammenarbeit mit dem IPK
Gatersleben erstellt wurden, verwendet, da zu Beginn der Arbeiten noch kein kommerziell
erhéltlicher Oligonukleotid-Array von Gerste existierte. Durch die Verwendung einer
normalisierten cDNA-Bank, die aus epidermalem Gewebe von BTH behandelten Gersten-
pflanzen isoliert wurden, sollten sich mdglichst viele epidermale Gene, die an der che-
misch Induzierten Resistenz der Gerste beteiligt sind, auf diesem Filter befinden. Zusétz-
lich wurden cDNAs verschiedener Gene ausgewdhlt, die bereits als resistenzassoziiert
bekannt waren (BEBSER et al., 2000; HUCKELHOVEN et al., 2001; EcKEy et al., 2004;

JANSEN et al., 2005). Durch Verwendung des BLAST Algorithmus konnte gezeigt werden,
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dass etwa 25 % der Gene nur einmal in der so genannten GAN-cDNA-Bank vorhanden
sind, und dass viele der Gene der cDNA-Bank nicht auf dem kommerziell erhiltlichen
Filter zu finden sind (CLOSE et al., 2004; EICHMANN et al., 2005). Deshalb bleibt der Ein-
satz des GAN-Filters auch weiterhin sinnvoll, wenn es um die Untersuchung pathogen-
responsiver Gene geht. Ein Nachteil dieses Filters ist jedoch, dass trotz Normalisierung
einige Klone, wie z. B. die Cysteinprotease, doppelt bzw. mehrfach vorhanden sind, weil
die Sequenzierung der Genfragmente erst nach der Herstellung der Filter erfolgte. Die
mehrfach vorhandenen Klone dienen zwar als interne Kontrolle, reduzieren die Anzahl der
untersuchten Gene jedoch deutlich. Bei der Erstellung zukiinftiger Filter sollte darauf ge-
achtet werden, dass die verwendeten Klone jeweils nur einmal auf den Filter aufgebracht
werden. Der Vorteil von kommerziell erhiltlichen Oligonukleotid-Arrays liegt in eine
rerhohten Zuverldssigkeit, da jedes Gen auf dem Filter durch verschiedene Fragmente re-
prasentiert wird. Das erfordert allerdings auch eine erhdhte Spotting-Kapazitét.

Die GAN-Filter wurden im Rahmen dieser Arbeit mit komplexen cDNA-Sonden aus BTH-
induzierten Pflanzen und Kontrollpflanzen hybridisiert. Das Pflanzenmaterial stammte aus
zwei verschiedenen biologischen Experimenten, bei denen jeweils sieben Tage alte
Gerstenpflanzen des Kultivars Ingrid Wt mit 20 ppm BTH per Bodenapplikation behandelt
wurden. 48 Stunden nach der Behandlung wurde das Pflanzenmaterial fiir die entsprechen-
den Experimente geerntet. Mit Material aus einem Experiment wurden pro Behandlung
zwei Filter hybridisiert, um technische Fehler ausschlieBen zu kdnnen.

In A. thaliana konnte gezeigt werden, dass etwa 1,5 % der gesamten Gene durch verschie-
dene SAR auslosende Behandlungen bzw. durch Mutation des SAR-Signalweges differen-
tiell exprimiert werden (MALECK et al., 2001). Unter Verwendung von komplexen cDNA
Sonden von BTH-behandelten Pflanzen und den entsprechenden Kontrollpflanzen wurden
im Rahmen dieser Arbeit 59 Gerstengene, von denen 52 bislang nicht als chemisch indu-
zierbar beschrieben waren, in mindestens zwei der vier durchgefiihrten Macroarray-
Hybridisierungen als >2,5fach durch BTH induziert gefunden. Das entspricht etwa 3,9 %
der untersuchten Gene. Bestitigung fand die Methode dadurch, dass alle Bci-Gene, bis auf
das durch BTH reprimierte Bci8, als induziert gefunden wurden. Der prozentual hohere
Anteil BTH induzierter Gene lésst sich dadurch erkldren, dass zur Erstellung des Filters
eine cDNA Bank aus BTH induzierten Pflanzen verwendet wurde, wodurch eine Anreiche-

rung dieser Transkripte stattfand.
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Durch die deutlichen Unterschiede zwischen den beiden biologischen, aber auch bei den
technischen Wiederholungen, war eine weitere Bestitigung durch mindestens ein weiteres
biologisches Experiment erforderlich. Da nur eine begrenzte Anzahl von Macroarray-Fil-
tern zur Verfligung stand, wurden die PCR-Produkte von 52 selektierten Genen zusammen
mit Bcil (Lipoxygenase) und Bci4 (putatives EF-hand Protein) als Positivkontrollen auf so
genannte Dotblots aufgebracht. Durch die Hybridisierungen dieser Membranen mit Sonden
aus Blattmaterial BTH-induzierter Pflanzen von zwei weiteren unabhéngigen Experimen-
ten konnten jedoch nur 28 der 52 Gene als chemisch induzierbar bestitigt werden. Da die
starke Induzierbarkeit der Positivkontrollen Bcil und Bci4 die Zuverlassigkeit der Methode
zumindest bei stark exprimierten Genen bestétigt, muss davon ausgegangen werden, dass
die Expression der Gene, die nicht bestitigt werden konnten, durch andere, hier nicht un-
tersuchte, physiologische Verdanderungen reguliert wird.

Die Klone der bestitigten 28 Gene wurden resequenziert, um die aus der EST Sequenzie-
rung erhaltenen Sequenzen zu verifizieren und zu vervollstindigen. Durch erneute Se-
quenzvergleiche mit bekannten Datenbanken wurden Vektorsequenzen aus den erhaltenen
Sequenzen identifiziert, entfernt und mit den iiberpriiften cDNA-Sequenzen erneut nach
Homologien zu Genen in 6ffentlichen Datenbanken' gesucht. Dabei zeigte sich, dass zehn
der iiberpriiften Klone mehr als ein Insert enthalten, der Klon GANOO1DO7 enthielt sogar
mindestens zwei verschiedene Plasmide. Dies erschwerte die unabhingige Bestétigung der
differenziellen Klone deutlich, auBerdem wird die Aussagekraft der Macroarray-Analysen
vermindert, da nach diesen Ergebnissen etwa 15 % der Spots die Expression von mehr als
zwei Genen reprasentieren. Die Expressionen verschiedener Gene konnen sich iiberlagern
und Expressionsverdnderungen deshalb unter Umstédnden nicht erkannt werden, z. B. wenn
das differentiell exprimierte Gen nur eine vergleichsweise schwache Expressionsrate auf-
weist. Erst durch die vollstdndige Sequenzierung der Klone aus beiden Richtungen wurde
dieses Problem sichtbar. Die Klone der EST-Bank wurden zumeist nur von einer Seite se-
quenziert und da nicht alle Klone der GAN-Bank manuell tiberpriift werden konnten, wur-
den alle Sequenzen automatisiert von Vektorsequenzen befreit und anschlieBend ihre Ho-
mologie zu bereits bekannten Genen lberpriift. Teilweise wurden deshalb die Vektorse-
quenzen nur unzureichend entfernt, was die Suche nach Homologien erschwert und da nur
das Gen mit der hochsten Homologie angegeben wurde, blieben weitere Inserts in dem

automatisierten Verfahren und durch die Sequenzierung von nur einer Seite unentdeckt.

" TIGR-Datenbank: www.tigr.org/tigrblast.tigr.org/tgi/ bzw. NCBI-Genbank: www.ncbi.nlm.nih.gov/

74



DISKUSSION

Die Sequenzen der GAN-Bank wurden inzwischen mit verbesserten Verfahren validiert
und in der NCBI Genbank publiziert.

Fiir 13 der in den Dotblot Analysen bestdtigten Gene wurden spezifische Primer generiert
und two step RT-PCRs zur endgiiltigen Bestitigung durchgefiihrt. Nur fiir fiinf Gene
konnte die BTH-Induzierbarkeit nach 48 Stunden bestétigt werden. Die {librigen acht Gene
zeigten fiir den untersuchten Zeitpunkt keine differentielle Expression.

Das bedeutet, dass bislang nur fiinf der 1536 iiberpriiften Gene als durch BTH induzierbar
bestdtigt werden konnten. Allerdings wurden von den 25 Genen, die in den Dotblot Analy-
sen als induziert gefunden wurden, bis jetzt nur 13 Gene durch two step RT-PCRs iiber-
priift. Obwohl fiir alle Experimente nur Pflanzenmaterial verwendet wurde, fiir das die
BTH-Induktion durch Resistenztests und die verstarkte Expression des Markergens Bci4
gezeigt wurde, war die Reproduzierbarkeit der beobachteten Genexpressionen in Dotblot-
Analysen und semiquantitativen RT-PCRs unerwartet schlecht. Ein Problem bei der Re-
produzierbarkeit der Array-Ergebnisse durch PCR-Techniken kann in der Auswahl der
Primer begriindet sein. Falls es sich um eine Multigenfamilie handelt, konnten die Primer
nicht spezifisch das induzierte Gen amplifizieren und die Anderung in der Expressionsrate
wiirde mdglicherweise nicht sichtbar. Eine Uberpriifung mit anderen Primerpaaren war aus
Zeitgrinden nicht moglich.

GAN-Filter und GBN-Filter, welche aus cDNA-Bank von Bipolaris sorokiniana infizierten
Pflanzen erstellt wurden, wurden in anderen Arbeitsgruppen zur Identifikation von patho-
genresponsiven Genen verwendet. In diesen Experimenten war die Reproduzierbarkeit der
Expressionsverdnderungen deutlich hoher (SCHAFER, 2003; EICHMANN et al., 2005). Fast
alle im Macroarray gefundenen Gene konnten in unabhingigen RT-PCRs oder Northern
Analysen bestitigt werden.

Physiologische Unterschiede der Pflanzen zum Zeitpunkt der BTH-Applikation kdnnten
deshalb ein weiterer Grund fiir die schlechte Reproduzierbarkeit sein. Sie konnten zu einer
unterschiedlichen Aufnahme und Verteilung des Resistenzinduktors in den Pflanzen bzw.
in Abhidngigkeit von der Fitness der Pflanzen zu einer unterschiedlich starken Auspragung
des priming Status gefiihrt haben. Im Gegensatz dazu wird die Expression von vielen
Genen, die fiir Abwehrreaktionen wie Papillenbildung und HR benétigt werden, gezielt
nach Pathogenbefall verindert. Diese Anderung der Genexpression scheint klarer definiert
und strukturiert zu sein, als die nach BTH-Induktion. BTH-Applikation konnte neben der

Induktion des SAR-Signalweges aber auch andere physiologische Veridnderungen der
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Pflanze bedingen, was zu einer komplexeren Antwort auf Transkriptionsebene fiihren
kann. Letztendlich ist es deshalb wichtig Gene zu identifizieren, die reproduzierbar durch
BTH induziert werden, weil die Expression vieler Gene moglicherweise nicht durch die
BTH-Applikation sondern durch auftretende physiologische Schwankungen verursacht

wird.

4.3 Dotblot Analysen zur Bestatigung chemisch induzierbarer Gene

Die cDNAs aller Gene, die in mindestens zwei der vier Macroarray-Hybridisierungen als
induziert gefunden wurden, wurden zur weiteren Bestitigung der BTH-Induzierbarkeit auf
Nylonmembranen aufgebracht und erneut mit Sonden aus unabhéngigen biologischen Ex-
perimenten hybridisiert (s. Kap. 4.2). Da sich diese Dotblots mit relativ geringem zeitli-
chen und finanziellen Aufwand in groBerer Zahl herstellen lassen, wurden sie auch zur
Uberpriifung der Expressionsraten nach Behandlung mit MeJA und der Inokulation mit

Bgh verwendet.

4.3.1 Charakterisierung von BTH-induzierbaren Genen

GANOO01A04 zeigt die hochste Homologie zu einem Gersten-EST aus der TIGR-Daten-
bank, der wiederum Homologie zu einer N-Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase aus Lacto-
coccus lactis subsp. lactis, einem gut charakterisierten Streptokokken, der zur Kéiseher-
stellung verwendet wird (BOLOTIN etal., 2001). Dieses Enzym ist am Peptidoglucan-
katabolismus beteiligt und katalysiert die Spaltung von Amidbindungen zwischen N-
Acetylmuramoylsdure und L-Aminosduren in bestimmten bakteriellen Zellwand-Glyco-
pepetiden. Dadurch konnte es an einem Abbau der Zellwand von bakteriellen Pathogenen
beteiligt sein. Es wurde in den Macroarray-Analysen zweimal als 30 und 2,6fach induziert
gefunden, war aber auch in einer der vier Hybridisierungen 2,5fach reprimiert. In den
Dotblot-Analysen konnte eine 4,3fache Induktion bestétigt werden. In der unabhidngigen
two step RT-PCR konnte jedoch keine Induktion nachgewiesen werden. Die stark schwan-
kende Expression in den verschiedenen biologische Experimenten ldsst darauf schlie3en,
das dieses Gen nicht ursdchlich an der Ausprigung der induzierten Resistenz in Gerste
beteiligt ist, da bei allen Exprimenten der Status der induzierten Resistenz sowohl durch
molekulare Marker als auch mit Mehltau iiberpriift wurde, das Gen jedoch nicht in allen
Experimenten induziert wurde. Deshalb wurde dieses Gen nicht weiter funktionell iiber-

priift.
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GANO001A10 zeigt nach dem BlastN Algorithmus (ALTSCHUL et al., 1997) eine Homo-
logie von 4,4 ¢ zu einer EST-Konsensussequenz aus der TIGR-Datenbank, die Homo-
logie zu einem SOUL-like Protein aus A. thaliana aufweist. SOUL-Proteine sind Ham-
bindende Proteine, flir die neben der Him-Bindung bislang keine klare biologische Funk-
tion bekannt ist (ZYLKA und REPPERT, 1999). TAKETANI et al. (1998) postulieren eine
Rolle in der Him-Biosynthese oder in der Him-Aufnahme in Zellen. Die Funktion in
Pflanzen ist bislang unbekannt. Dieses Gen zeigte in den Macroarray-Analysen zwar
schwankende Expressionsdaten, wurde jedoch in den Dotblot Analysen als 4fach induziert
bestétigt. Allerdings konnte die Induzierbarkeit auch dieses Gens nicht durch unabhingige
two step RT-PCRs verifiziert werden, weshalb es ebenfalls nicht weiter funktionell tiber-
priift wurde.

Fiir Klon GANOO1B19 konnte durch genauere Sequenzanalyse gezeigt werden, dass zwei
Inserts enthalten sind: das bereits als chemisch induzierbar bekannte Bci6 (BESER et al.,
2000) und ein zweites Gen mit Homologie zu einem EST mit bislang unbekannter Funk-
tion. Durch two step RT-PCRs fiir beide Gene wurde gezeigt, dass die festgestellte Expres-
sionsverdnderung nur durch Bci6 verursacht wurde. Somit konnte ein weiteres BCi-Gen aus
der GAN-cDNA-Bank re-identifiziert werden und kann als zusitzliche Positivkontrolle fiir
die chemische Induktion verwendet werden. Dieses Gen besitzt hohe Homologie zu sauren
Phospatasen, die anorganisches Phosphat von verschiedenen Substraten abspalten konnen.
Unter anderem wird eine mogliche Funktion bei der Mobilisierung und Riickgewinnung
des anorganischen Phosphats aus absterbendem Gewebe wihrend der Seneszenz, HR oder
Verwundung diskutiert (DUFF et al., 1994; DEL Pozo et al., 1999: KENTON et al., 1999).
Saure Phosphatasen bilden eine Multigenfamilie, zu der auch Bci3 gehort. Der knock down
von Bci3 fiihrte im transienten Transformationsassay zu einer Reduktion der Penetrations-
rate des Echten Gerstenmehltaupilzes um 33 %, wihrend die Uberexpression keinen Ein-
fluss hatte (R. Eichmann, unverdffentlichte Daten).

Durch eine genauere Analyse des Klons GANOO1DO7 konnte festgestellt werden, dass
dieser mindesten zwei verschiedene Plasmide enthilt, die als GAN0O0O1DO7a und b be-
zeichnet wurden. Das zweite Plasmid lieferte nur sehr schlechte Sequenzinformationen, so
dass immer noch Kontaminationsprobleme zu bestehen scheinen. Es konnte aufgrund der
schlechten Qualitit der Sequenz keine Ahnlichkeit zu anderen bekannten Genen gefunden
werden. GANOO1DO7a besitzt hohe Homologie zu einem putativen ATP-abhidngigen

Transporter. Der nicht genauer charakterisierte Transporter dient dem energieabhingigen
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Transport eines Stoffes wie z. B. Zucker, Aminoséuren oder anorganische Ionen gegen ein
Konzentrationsgefélle durch eine Zellmembran (MADIGAN et al., 1997). Obwohl dieser
Klon in den Dotblot Analysen als 100fach induziert gefunden wurde, wurde seine Indu-
zierbarkeit durch BTH bislang aufgrund der zeitaufwindigen Sequenzanalysen nicht durch
two step RT-PCR iiberpriift.

Das Insert des Klons GANO001D12 codiert fiir ein Reticulon-dhnliches Protein. Die Reti-
culon-Proteine wurden zuerst in héheren Vertebraten beschrieben (VAN DE VELDE et al.,
1994). Es handelt sich um 200 bis 1200 Aminosiuren groBe Proteine, die mit dem En-
doplasmatischen Reticulum (ER) assoziiert sind. Sie besitzen eine 150 bis 201 Amino-
sduren groBe carboxyterminale Reticulon Homology Domain (RHD), die aus zwei hydro-
phoben Regionen besteht, zwischen denen sich ein etwa 66 Aminosduren grof3er Loop be-
findet. Die humanen Reticulon-Proteine RTN-XS und RTNI1-C interagieren mit den
Apoptose-Inhibitoren Bcl2 und BclXL und verhindern so deren Lokalisation am ER und
gleichzeitig ihre antiapoptotische Aktivitdt (TAGAMI et al., 2000). RTN-1C ist der wich-
tigste Interaktionspartner der Glucosylceramid-Synthase (GCS), einem Schliisselenzym der
Glycosphingolipid-Biosynthese. Die Inhibierung von GCS fiihrt zu einer drastischen Re-
duktion der p53-unabhingigen Apoptose, wihrend eine Uberexpression von RTN-1C die
Antwort auf den Apoptose-Ausldser Fenretinid verstirkt (DI SANO et al., 2003). Uber die
Regulation von RTN-1C ist bislang nichts bekannt.

In Pflanzen konnten von OERTLE et al. (2003) mehr als 180 Reticulon-like Gene identifi-
ziert werden. Allein in A. thaliana wurden 15 dieser Gene gefunden. Uber die Bedeutung
dieser Gene in Pflanzen ist bislang nichts bekannt.

Das Gen war in drei der vier Macroarray-Hybridisierungen als induziert gefunden worden.
In den Dotblot Analysen und den two step RT-PCRs wurde die Induzierbarkeit bestitigt.
Zur funktionalen Uberpriifung des Gens wurden transiente Transformationsassays durch-
gefiihrt (siche Kapitel 3.3).

Bei GANOO1F12 handelt es sich um ein Gen mit einer Homologie von 1,6 ¢! zu einem
humanen putativen Golgi-Transport-Komplex Protein. Der Transport von Lipiden und
Proteinen vom Endoplasmatischen Reticulum iiber den Golgi-Apparat zu sekretorischen
Vesikeln bendtigt Transporter oder Vesikel, die dann spezifisch mit der Membran des
Zielkompartments verschmelzen. Fiir verschiedene Schritte konnten beteiligte Faktoren
identifiziert werden, wie etwa die SNARE-Proteine (COLLINS et al., 2003). GANOO1F12

wurde sowohl in den Macroarray-Analysen als auch in den Dotblots als induziert gefun-
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den, die unabhiingige Uberpriifung mittels two step RT-PCR konnte jedoch aus Zeitgriin-
den im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Der Klon GANO001H20 besitzt Homologie zu einem Importin B-like Protein aus Reis. Die
Mitglieder dieser Proteinfamilie spielen eine wichtige Rolle beim Transport von Makro-
molekiilen mit Kernlokalisationssignal zwischen Cytoplasma und Nukleus. Alle Importin
B-Proteine haben die Fahigkeit verschiedene zu transportierende Molekiile zu erkennen
und direkt oder liber Adaptoren zu binden. Fiir die Bindung von Molekiilen mit Kernloka-
lisationssignal ist z. B. die Bindung an den Adaptor Importin o notwendig. Der Komplex
aus Importin B, dem zu transportierenden Molekiil und dem eventuell benétigten Adaptor
bindet an Nucleoporine des Kernporenkomplexes. In der Anwesenheit von RanGDP,
einem kleinen G-Protein, und freiem GTP kommt es zur Translokation des Importin-Kom-
plexes durch den Kernporenkomplex. Die Bindung zwischen Importin B und dem trans-
portierten Molekiil wird durch die Bindung von GTP an Importin § gelost. Die Bindung
des Adaptors allein ist nicht stark genug und das transportierte Molekiil wird in den Kern
entlassen. Importin B und Adaptor werden durch Bindung an entsprechende Exportine
zuriick in das Cytoplasma transportiert (STROM und WEIS, 2001). Das Gen wurde in den
Macroarray-Analysen zweimal als deutlich induziert gefunden und in den Dotblot-
Analysen als 12fach induziert bestitigt. Bislang wurde dieses Gen jedoch noch nicht in
unabhingigen RT-PCRs untersucht.

GANO001J09 besitzt die hochste Homologie zu einem y-Hydroxybutyrat Dehydrogenase-
dhnlichen Protein aus Oryza sativa in der TIGR-Datenbank. y-Hydroxybutyrat Dehydro-
genasen (EC 1.1.1.61) katalysieren die Oxidation von 4-Hydroxybutanoat und NAD" zu
Succinat-Semialdehyd und NADH und H'. Das Produkt ist ein Ausgangsstoff fiir den
Vitamin B6-Stoffwechsel und den Glutamat-Metabolismus. Succinat wird auBerdem fiir
den Ablauf des Citratcyclus benétigt (siche z. B. http:/pfam.wustl.edu/index.html,
September 2004).

Die Transkriptionsrate des Gens war in drei der vier Macroarray-Hybridisierungen nach
BTH-Induktion erhoht. Die anschlieBenden Dotblot-Analysen bestétigten eine 42fache
Induktion. Die fiir die RT-PCRs ausgewéhlten Primer lieferten jedoch keine Produkte und
miissten neu gewdhlt werden.

Die beiden Gene GAN001K12 und GANOO1L11 weisen keine Homologien zu Genen mit
bekannter Funktion auf. Beide wurden jedoch in den Dotblot Analysen als stark induziert

gefunden und konnten durch unabhéngige semiquantitative RT-PCRs verifiziert werden.
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Das Gen GANO0010O16 besitzt Homologie zu einem ternary complex factor-dhnlichen
Protein aus Oryza sativa. Als ternary complex wird der Komplex aus transkribierter DNA,
RNA-Polymerase und entstehender RNA bezeichnet (BENTLEY, 2002). Ternary complex
Faktoren sind Proteine mit einer DNA-bindenden ETS-Doméne. In menschlichen Zellen
sind tenary complex Faktoren an der Genregulation nach Wachstumssignalen und
zelluldarem Stress beteiligt. Sie werden durch MAP-Kinase-Kaskaden aktiviert und sind
bislang nur bei tierischen Organismen und Pilzen beschrieben worden (SHAW und SAXTON,
2003). Das Gen wurde in allen vier Macroarray-Hybridisierungen als induziert gefunden.
Die Dotblot Analysen bestétigten eine schwache Induzierbarkeit. Das Gen wurde noch
nicht unabhéngig bestatigt.

Das Gen GAN02B02, eine Phosphoglycerat-Kinase (EC 2.7.2.3) kodiert fiir ein Enzym der
Glycolyse, also des Primirstoffwechsels und katalysiert die Reaktion von 1,3-
Diphosphoglycerat und ADP zu 3-Phosphoglycerat und ATP. Die Phosphoglycerat-Kinase
wurde in zwei der vier Macroarray-Analysen als chemisch induziert gefunden. Eine
5,5fache Induzierbarkeit konnte auch in den Dotblot-Analysen gezeigt werden. Die unab-
hiangigen two step RT-PCRs mit Material eines flinften, unabhéngigen Experiments zeigten
jedoch keine differentielle Expression des Gens nach chemischer Induktion.

Durch detailliertere Sequenzananalysen konnte gezeigt werden, dass der Klon
GANO002C11 zwei verschiedene Inserts enthilt. Neben einem Gen ohne Homologie zu
Genen mit bekannter Funktion wurde eine zweites Gen mit Homologie zu einer Adenosin
5'-Phosphosulfat Reduktase (EC 1.8.99.2) gefunden. Dieses Protein ist am Schwefelmeta-
bolismus beteiligt und katalysiert die Reaktion von AMP, Sulfit und einem Akzeptor zu
Adenylylsulfat und dem entsprechenden reduzierten Akzeptor. Der Klon wurden in drei
Macroarray-Hybridisierungen als chemisch induzierbar gefunden, einmal sogar 200fach.
Die Dotblot-Analysen mit GAN002C11 bestétigten eine 3,5fache Induktion. Es wurden
bislang keine two step RT-PCRs durchgefiihrt, die auch kldren kdnnten, welches der bei-
den Gene induzierbar ist.

GANO02E03 besitzt eine Homologie von 1.3¢™ zu einer EST-Konsensussequenz aus der
TIGR-Datenbank, die dhnlich zu Onecut3, einem Transkriptionsfaktor, ist. Die Klasse der
Onecut Transkriptionsfaktoren kontrolliert die Expression von anderen Transkriptions-
faktoren und spielt eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung und im Stoffwechsel
(VANHORENBEECK et al., 2002). Das Gen war in zwei Macroarray-Hybridisierungen indu-

ziert und eine schwache 2,5 fache Induzierbarkeit durch die Applikation von BTH konnte
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auch in den Dotblot Analysen bestitigt werden. Dieses wurde Gen bislang nicht mit two
step RT-PCR untersucht.

Durch Resequenzierung konnte gezeigt werden, dass das Plasmid des Klons GAN002G16
drei verschiedene Inserts enthélt. Neben einem Glycoprotein-&dhnlichen Protein, findet sich
ein Glucan-endo-1,3-B-Glucosidaseisoenzym und eine Glyceraldehyd-3-phosphatdehydro-
genase (GADPH). Bei Glycoproteinen handelt es sich um Proteine, an die ein oder
mehrere Kohlenhydratreste kovalent gebunden sind. In humanen Zellen liegt die Mehrheit
der Proteine glycosyliert vor. Die Bindung von Oligosacchariden erhoht die Loslichkeit
von Proteinen, kann antigene Doménen verdecken und schiitzt das Peptid vor Spaltung
durch Proteasen”. Die Proteine dieser sehr heterogenen Gruppe konnen als Enzyme vielfil-
tige Aufgaben libernehmen, sind aber auch als Strukturproteine am Aufbau der Zellwand
beteiligt.

Das Glucan-endo-1,3-B-Glucosidaseisoenzym (EC 3.2.1.39) konnte an der Abwehr von
Pathogenen beteiligt sein, indem es zur Degradierung der Polysaccharide der pilzlichen
Zellwand beitrdgt. Ein solches Protein akkumuliert in Gerste wihrend der Samenbildung
und -reifung. Durch Mikrotiterplatten-Assays konnte eine antifungale Wirkung des
Proteins gegeniiber Trichoderma reesei, Fusarium sporotrichioides, Rhizoctonia solani
und Botrytis cinerea gezeigt werden (LEAH et al., 1991).

GAPDH (EC 1.2.1.12) ist ein Enzym der Glycolyse bzw. der Glyconeogenese und damit
am Kohlenhydratsoffwechsel beteiligt. Es besteht aus vier identischen Untereinheiten und
katalysiert die reversible Oxidation und Phosphorylierung von D-Glyceraldehyd-3-phos-
phat zu 1,3-Diphospho-Glycerat. Als ein ubiquitir vorkommendes Protein wird es hdufig
als Kontrolle fiir gleiche Lademengen bei Expressionsstudien benutzt, z. B. als Ladekon-
trolle bei quantitativen RT-PCRs zur Untersuchung von Genexpression in symbiotischen
Interaktionen (DELP et al., 2003). Man sollte also davon ausgehen konnen, dass es sich um
ein konstitutiv exprimiertes Gen handelt, das fast keiner Regulation unterliegt. Neben die-
ser reversiblen GAPDH gibt es aber auch ein Enzym, das nichtreversibel die oben ge-
nannte Reaktion katalysiert. Eine nichtreversible GAPDH (EC 1.2.1.9) wurde in Reis-
keimlingen, die durch Uberflutung dem Stress der Anaerobiose ausgesetzt waren, als stark

induziert gefunden (PILLAI et al., 2002). Auch im Menschen wird eine Beteiligung einer

? http://www.glycoforum.gr.jp/scienceworld/glycoprotein/GPAOOE/htm/; Februar 2005
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GAPDH an der Ausbildung der Apoptose ausgeldst durch Hypoxédmie und Ischdmie dis-
kutiert (BERRY und BOULTON, 2000).

Die Expression dieses Klons war in zwei Macroarray-Hybridisierungen induziert und
einmal um den Faktor 2,5 reprimiert. Die Dotblot-Analysen bestitigten eine schwache In-
duktion um den Faktor 3. Durch die Behandlung mit MeJA wurde der Klon um den Faktor
1850 reprimiert (siche Kapitel 3.2.2.3). Bislang wurde jedoch nicht gezeigt, welches der
drei Gene tatsdchlich fiir die beobachteten Verdanderungen der Expressionsraten verant-
wortlich ist. Der Klon HVOO5EX enthélt ebenfalls eine fiir eine GAPDH codierende Se-
quenz und wurde ebenfalls in den Macroarray-Analysen als induziert gefunden, konnte
aber durch die Dotblot-Analysen nicht bestétigt werden.

Das Gen GANO002109 ist auf Aminosdureebene absolut identisch mit JIP 37, einem
Jasmonat-induzierbaren Gen, das von HAUSE et al. (1994) identifiziert wurde. Es handelt
sich um ein blattspezifisches Protein, das in der Vakuole und im Kernplasma lokalisiert
werden konnte. Eine Funktion konnte diesem Protein bislang nicht zugeordnet werden.
Das Gen wurde in allen vier Macroarray-Hybridisierungen als stark induziert gefunden.
Seine Uberpriifung durch Dotblot-Analysen erzielte jedoch nur eine schwache Induktion
um den Faktor 2,5. Wie erwartet, konnte fiir JIP 37 eine Induktion um den Faktor 37000
durch die exogene Applikation von MeJA gezeigt werden. Alle Ergebnisse wurden bislang
nicht unabhéngig durch RT-PCRs tiberpriift.

Bei der extrazelluldren Invertase (EC 3.2.1.26), die durch den Klon GANOO3A19 repra-
sentiert wird, handelt es sich um ein Enzym, das die irreversible Hydrolyse von Saccharose
zu Glucose und Fructose katalysiert. Extrazelluldre Invertasen spielen eine Rolle bei der
Kohlenhydratversorgung von Sink-Geweben. Durch die Spaltung der Transportform von
Kohlenhydraten, der Saccharose, bleibt das Konzentrationsgefdlle zwischen Source- und
Sink-Gewebe aufrecht erhalten (EHNES und ROITSCH, 1997). Durch Hexose-Transporter
konnen Glucose und Fructose in die Zelle transportiert werden. Es kommt allerdings nicht
nur in schnellwachsenden Geweben (ESCHRICH, 1980), sondern auch wihrend der Interak-
tion mit dem biotrophen Mehltaupilz zur Akkumulation von extrazelluldren Invertasen
(SCHOLES et al., 1994, WHRIGHT et al., 2000). Diese Pathogene konnen keine Disaccha-
ride, wie Saccharose, aufnehmen und sind deshalb auf die Invertasen angewiesen. Die mo-
nomeren Zuckerformen konnen mit Hilfe von Hexosetransportern, die in der haustorialen
Membran von biotrophen Pathogenen z. B. Rost- oder Mehltaupilzen lokalisiert sind, auf-
genommen werden (VOEGELE et al., 2001). Im Hinblick auf die Wirt-Pathogen-Interaktion

handelt es sich bei extrazelluldren Invertasen eher um Suszeptibilititsfaktoren. Das Gen
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war in zwei Macroarray-Analysen induziert und durch die Dotblot-Analysen konnte eine
4,1fache Induktion bestitigt werden. Die unabhingige Uberpriifung durch two step RT-
PCRs konnte die differentielle Expression jedoch nicht bestétigen.

Die Cysteinprotease, von der sich verschiedene cDNA-Fragmente sowohl in Klon
GANO003J15 als auch in GAN004K24 finden, zeigt die hochste Homologie (2¢™” nach
dem BlastX Algorithmus, ALTSCHUL et al., 1997) zu einer Vorstufe des fruit bromelain
aus Ananas. Bromelain ist der Sammelbegriff fiir vorwiegend proteolytische wirkende
Enzyme aus verschiedenen Organen der Ananas, einem Mitglied der Familie der
Bromeliaceae. Es verkiirzt den Heilungsprozess bei diversen Verletzungen, da es entziin-
dungshemmende Eigenschaften besitzt und seine Verwendung in der Krebstherapie Erfolg
zeigt (KUMAKURA et al, 1988; ECKERT et al., 1999). AuBlerdem wirken Cysteinproteasen
aus Papain, Figin oder Bromelain toxisch gegeniiber herbivoren Insekten (KONNO et al.,
2004). SAG12, eine Cysteinprotease aus A. thaliana, wird im Zusammenhang mit dem
Katabolismus und der Nihrstoffmobilisierung wéhrend der Seneszenz diskutiert (LOHMAN
et al., 1994; NoH und AMASINO, 1999; siehe auch Kapitel 4.4.1). Der Klon GAN003J15
zeigte in allen vier Macroarray-Hybridisierungen eine starke Induzierbarkeit durch BTH.
AuBerdem wurden zehn weitere Genfragemente des gleichen Gens als dhnlich stark indu-
ziert gefunden. Deshalb wurde er stellvertretend fiir alle iibrigen Cysteinprotease-Klone
ausgewdhlt und in Dotblot-Analysen iiberpriift. Sie zeigte zwar nur eine relative schwache
Induzierbarkeit in den Dotblot-Analysen, gehort jedoch zu den Genen, die auch durch two
step RT-PCRs bestitigt werden konnten (siche Abbildung 3.5). Das Gen wurde daraufhin
durch transienten knock down funktionell iiberpriift (siche Kapitel 3.3.1.1 und 4.4.1).

Die Oxidation von Methioninresten von Proteinen zu Methionin-Sulfoxid erfolgt vermehrt
in Perioden von oxidativen Stress. Die Wiederherstellung der Funktionalitdt eines oxidier-
ten Proteins wird durch ein Enzym namens Peptid Methionin Sulfoxid Reduktase
(EC 1.8.4.6) vermittelt, das durch den Klon GANO004K21 repridsentiert wird. Dieses
Enzym spielt z. B. eine Rolle bei der Adhision und Aggregation von humanen Pathogenen
an Wirtszellen (LEITE et al., 2002) oder bei der Wiederherstellung des kleinen Hitze-
schockproteins Hsp21 b, das notwendig fiir die zellulire Resistenz gegen oxidativen Stress
ist, eine Rolle (GUSTAVSSON et al., 2002). Der Klon war in zwei der vier Macroarray-
Hybridisierungen induziert, was auch durch die Dotblot-Analysen bestétigt werden konnte.

Durch two step RT-PCR konnte diese Induzierbarkeit jedoch nicht verifiziert werden.
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Das Gen GANO03M18 besitzt hohe Homologie zu einer EST-Konsensussequenz aus der
TIGR Datenbank, die Homologie zu einem Remorin aufweist. Es handelt sich dabei um
ein Uronid-bindendes Protein, das in vitro und in vivo phosphoryliert werden kann und die
Féhigkeit besitzt polyanionische Liganden zu binden. Das einzige bekannte Protein, das
die gleichen Eigenschaften aufweist ist das virale movement-Protein des Tabak Mosaik
Virus, das fiir den Transport von Makromolekiilen durch Plasmodesmata verantwortlich ist
(REYMOND et al., 1996). Das Remorin wird in vitro in Gegenwart von Oligogalacturon-
sduren (OGAs) phosphoryliert. OGAs sind biologisch aktive Komponenten der extrazellu-
laren Matrix, die an Morphologieverdnderungen der Zelle und an der Induktion von Ab-
wehrgenen beteiligt sind (RIDLEY et al., 2001). Bislang ist es nicht gelungen eine vitale
A. thaliana-Pflanze zu generieren, die ein Remorin iiberexprimiert, wihrend eine Mutation,
die zum Funktionsausfall des Gens fiihrt, keinen Effekt hat, da es sich anscheinend um eine
grofle Multigen-Familie handelt (BARIOLA et al., 2004). Es bleibt also nur aufgrund der
Ahnlichkeit zu dem viralen movement-Protein zu vermuten, dass Remorine an der Kom-
munikation zwischen Zellen beteiligt sind. Das Gen wurde in drei Macroarray-Hybridsie-
rungen als induziert gefunden. Eine 3,5fache Induktion konnte durch Dotblot-Analysen
bestitigt werden. In unabhingigen two step RT-PCRs konnten diese Ergebnisse jedoch

nicht bestdtigt werden.
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Regulation (1)

Transkriptionsregulation (2) S fiert (1)
tress-assoziiert

Enegiestoffwechsel (3) unbekannte Funktion (9)

Zellwand (3)

Primirstoffwechsel (4) keine Homologie (1)

Transport (4)

Abb. 4.1:  Einteilung der BTH-induzierten Gene nach ihrer Funktion. Die in den Dotblot Analysen als chemisch

induzierbar bestitigten Gene wurden nach ihrer Funktion in verschiedene Gruppen eingeteilt.

Eine Einteilung der in den Dotblot Analysen als chemisch induzierbar verifizierten Genen
zeigt, dass der grofite Teil der Gene mit bekannter Funktion an Transportfunktionen und
am Auf- bzw. Abbau der Zellwand beteiligt ist. Das entspricht den Erwartungen, da die
chemische Induktion der Pflanzen mit einem priming-Effekt einhergeht, der eine schnel-
lere Reaktion auf eine Pathogenattacke ermoglicht. Diese beinhaltet eine Verstiarkung der
Zellwand des Wirtes bzw. einen Angriff auf die des Pathogens. Transportvorgidnge spielen

hierbei eine wichtige Rolle.

4.3.2 Pathogenresponsivitat der differentiell exprimiert identifizierten Gene

Die Interaktion zwischen einer Pflanze und einem Pathogen fiihrt zu extremen physiologi-
schen und metabolischen Verdnderungen in der Pflanze. Der attackierten Zelle stehen ver-
schiedene aktive Abwehrmechanismen zur Verfligung, die die Ausbreitung des Pathogens
verhindern konnen (siehe Kapitel 1.1). Diese werden durch die rdumliche und zeitliche
Aktivierung der Transkription verschiedener Abwehrgene gesteuert. Zu diesen Abwehr-
genen gehoren auch die Pr-Gene, von denen verschiedene auch wéhrend der Interaktion
von Getreide mit Blumeria graminis aktiviert werden (VAN LOON und VAN STRIEN, 1999;
COLLINGE et al., 2002). Als weiteres Beispiel seien die von SCHWEIZER et al. (1989) iden-
tifizierten Wir-Gene genannt. Sie wurden aus Weizenblattern nach der Inokulation mit Bgt

isoliert und umfassen eine Gruppe von sechs Genen zu denen u. a. ein Thaumatin-dhnli-
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ches Gen (Wir2), eine Peroxidase (Wir3) und ein Gen mit hoher Homologie zu einer Glu-
tathion-S-Transferase (Wir5) gehoren.

Die Dotblot-Filter wurden mit Sonden aus Bgh-inokulierten Gerstenblittern hybridisiert,
um zu iiberpriifen inwieweit die putativ BTH-induzierbaren Gene auch pathogen-induzier-
bar sind. Dies sollte kldren, inwieweit die chemisch induzierten Gerstengene auch durch
Pathogene induziert werden. SCHAFFRATH et al. (1997) zeigten, dass in Weizen durch bio-
tische und chemische Induktion unterschiedliche Sets von Genen, den Wir- (wheat induced
resistance) und Wci-(wheat chemical induction)genen angeschaltet werden, deren Expres-
sionsmuster anders als in dikotylen Pflanzen nicht iiberlappen. Diese Beobachtungen wei-

sen auf zwei getrennt regulierte und wirkende Signalwege in monokotylen Pflanzen hin.

4.3.2.1 Inder kompatiblen Interaktion mit Bgh induzierte Gene

Nur zwei der BTH induzierten Gene wurden in dieser Arbeit auch als Bgh induzierbar
identifiziert. Das Gen HvD00126, das keine Homologie zu einem Gen bekannter Funktion
zeigt, wurde ebenso wie Bcil, eine Lipoxygenase, schwach induziert. Die Induzierbarkeit
von HvD00126 durch BTH konnte in den Dotblot Analysen nicht bestdtigt werden (siche
Kapitel 3.2.2.1), allerdings konnte durch die Behandlung mit MeJA eine dreifache Repres-
sion des Gens erzielt werden (sieche Kapitel 3.2.2.3).

Lipoxygenasen (EC 1.13.11.12) katalysieren die Oxidation von mehrfach ungesittigten
Fettsduren (Linol-, Linolensdure) in hoheren Pflanzen. Die entstehenden Hydroperoxide
dienen als Ausgangsprodukte der Oxylipinsignalwege. (HILDEBRAND, 1989; LIBBERT,
1993 und WEICHERT et al., 1999). Bcil wurde zuerst als MeJA-induziertes Gen in Gers-
tenbldttern beschrieben (FEUSSNER et al., 1995; VOROs et al., 1998). Allerdings konnte
eine Veranderung der Genexpression durch den Befall mit Bgh weder in kompatiblen noch
in inkompatiblen Interaktionen gezeigt werden (HAUSE et al., 1999). Die in dieser Arbeit
gemachten Beobachtungen widersprechen diesen Ergebnissen zwar. Allerdings zeigt Bcil
nur eine schwache Induktion um den Faktor 2,6 in den Dotblot Analysen, was in Northern
Analysen unter Umstidnden. nicht detektiert wird. AuBerdem wurde dieses Ergebnis,
ebenso wie die Induzierbarkeit des Gens HvDO00126, nicht durch two-step RT-PCR
bestitigt.

4.3.2.2 In der kompatiblen Interaktion mit Bgh reprimierte Gene

Uberraschenderweise zeigten mehr Gene eine Repression durch Bgh als eine Induktion.

Der Klon GANOO1AO4, ein Gen mit Homologie zu einer N-Acetylmuramoyl-L-Alanin
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Amidase, wird schwach durch den Befall mit Bgh reprimiert, wihrend die Behandlung mit
BTH zu einer 4,3fachen Induktion des Gens fiihrt. Die Funktion des Proteins im Peptido-
glucankatabolismus wurde bereits beschrieben (siche Kapitel 4.3.1).

Der Klon GANOO1E14 konnte durch die Dotblot-Analysen nicht als BTH-induzierbar
verifiziert werden. Das Insert dieses Klons zeigt keine Homologien zu Genen mit
bekannter Funktion. Es wurde durch die Inokulation mit Bgh 2,9fach reprimiert.

Obwohl die BTH-Induziebarkeit von GANO02L09, einem Chlorophyll a/b bindenden
Protein nicht durch die Dotblot Hybridisierungen bestétigt werden konnten (siche Kapitel
3.2.2.1), wurde es durch die Inokulation mit Bgh 2,7fach reprimiert, wihrend es durch die
Behandlung mit MeJA stark reprimiert wurde (siehe Kapitel 3.2.2.3). Chlorophyll a/b-bin-
dende Proteine binden nicht-kovalent sowohl Chlorophyll a als auch b und bilden mit
thnen intrinsische Membranproteine der Photosysteme I und II. Sie sind kerncodiert, wer-
den an cytoplasmatischen Ribosomen gebildet und iiber zwei Membranen in den Chlo-
roplasten importiert und in die Thylakoidmembran integriert. Es gibt verschiedene Chloro-
phyll a/b-Komplexe, die durch unterschiedliche Funktionen und Lokalisationen in den
beiden Photosystemen charakterisiert sind (GREEN et al., 1991). Die Induzierbarkeit durch
BTH konnte durch die Dotblot-Analysen nicht verifiziert werden. ECKEY (2002) fand in
dem von ihr durchgefiihrten cDNA-AFLP ein Chlorophyll a/b-bindendes Protein nach der
Inokulation mit Bgh induziert. Da sich in der Literatur keine Angaben zur Regulation von
Chlorophyll a/b-bindenden Proteinen gemacht werden, kann man davon ausgehen, dass sie
immer relativ stark exprimiert werden, die Expressionsstirke der verschiedenen Gene aber
auch von physiologischen Schwankungen abhingig ist. Deshalb findet man diese Gene in
Micro- und Macroarray-Analysen hiufig als differentiell exprimiert, obwohl ihre Expres-
sionsdnderung vermutlich eher durch andere Umwelteinfliisse bedingt wird, als durch die
untersuchten.

Ebenfalls 2,9fach reprimiert wurde das Gen HvV53MK mit héchster Homologie zu einer
EPSP-Synthase, einem Enzym des Shikimat-Weges. Dieser Klon zeigte in den Dotblot
Analysen keine Expressionsverdnderung nach BTH- oder MeJA-Behandlung. EPSP-
Synthase katalysiert die Reaktion von Shikimat-3-phosphat und Phosphoenolpyruvat (PEP)
zu 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat (EPSP) und anorganischem Phosphat. EPSP wird zu
Chorismat umgewandelt, das eine wichtige Vorstufe von Auxin, Phytoalexinen, SA,
Flavonoiden und Alkaloiden darstellt. Dieses Enzym stellt aulerdem den Angriffspunkt
des Totalherbizids Glyphosat dar: Glyphosat imitiert das PEP-Oxonium-Ion und blockiert
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dadurch die PEP-Bindestelle der EPSP-Synthase (siehe
http://www.arches.uga.edu/~gpries/bcnb8010/; September 2004). Die Transkripte dieses
Gens wurden von GORLACH etal. (1995) bei Untersuchungen des Shikimatweges in
Tomaten-Zellkulturen als induziert nach Zugabe eines pilzlichen Elicitors gefunden.
ECKEY (2002) fand dieses Gen sowohl in der kompatiblen als auch in der inkompatiblen

Interaktion mit Bgh induziert.

4.3.3 MeJA-Responsivitat der differentiell exprimiert identifizierten Gene

Das Cyclopentanon-Derivat Jasmonsédure bzw. sein Methylester (MeJA), ein Duftstoff in
Jasmin und Rosmarin, sind in hoheren Pflanzen allgemein verbreitet. Sie hemmen auxinin-
duziertes Streckungswachstum, gibberellininduziertes Wachstum von Zwergmais, cytoki-
ninduziertes Kalluswachstum, die Samenkeimung und beschleunigen zusammen mit
Abscisinsdure das Altern (LIBBERT, 1993). Durch Verwundung oder einen Angriff durch
herbivore Insekten oder nekrotrophe pilzliche Pathogene kann es zu einer systemischen
Resistenzantwort kommen (THALER et al., 2004), die unabhéngig von SA ist. Eine Akku-
mulation von Jasmonsdure und anderen Oxylipinen induziert die Bildung von Abwehrfak-
toren, wie Proteinase Inhibitoren und antifungal wirkenden Proteinen wie Thionine und
Defensine, die jedoch nicht durch SA induziert werden (EPPLE et al., 1995; PENNINCKX
et al., 1996; PIETERSE et al., 1998; VIGNUTELLI et al., 1998). Allerdings fiihrt die Behand-
lung von Gersten-Keimlingen mit Jasmonat nicht zu einer Erhéhung der Resistenz gegen-
tiber Bgh oder dem hemibiotrophen Pathogen Bipolaris sorokiniana. Weder in der kompa-
tiblen noch in der inkompatiblen Interaktion kommt es in Gerste zu einer endogenen Ak-
kumulation von Jasmonat (KOGEL et al., 1995). In A. thaliana konnten ZIMMERLI et al.
(2004) zeigen, dass eine Applikation von MeJA nach der Inokulation mit obligat
biotrophen Pathogenen die Krankheitssymptome deutlich reduziert.

Obwohl der Mechanismus der Biosynthese von Jasmonat vollstdndig aufgeklart ist, ist der
entsprechende Signalweg nahezu komplett unbekannt. Auch das Zusammenwirken von
SA- und JA-Signaltransduktionswegen ist bislang unverstanden. Durch die Aktivierung
des SA-Signalweges im Rahmen der SAR kommt es zu Inhibierung der JA- vermittelten
Resistenz (FELTON und KORTH, 2000; PIETERSE et al., 2001). SPOEL et al. (2003) postulie-
ren, dass durch SA aktiviertes NPR1 im Cytosol fiir die Hemmung des JA-Signalweges
wihrend der SAR verantwortlich ist.

Die durchgefiihrten Experimente sollten zeigen, welche der BTH-induzierbaren Gene, die

in den Macroarrays identifiziert wurden, auch durch die Applikation von MeJA induziert
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werden kénnen und damit mdgliche Uberschneidungen der beiden Signalwege in Gerste
aufzeigen. Insgesamt konnten durch die Dotblot-Hybridisierungen zwei Gene als stark
durch MeJA induzierbar identifiziert werden, wihrend elf Gene durch diese Behandlung

reprimiert werden.

4.3.3.1 MeJA-induzierbare Gene

Die zur Uberpriifung der BTH-induzierbaren Gene erstellten Dotblot-Filter wurden mit
Sonden von MeJA-behandelten Pflanzen hybridisiert, um Gene zu identifizieren, deren
Expression sowohl wéhrend der chemisch Induzierten Resistenz als auch durch die Be-
handlung mit MeJA verdndert wird.

Zwei der 54 getesteten Gene wurden durch die Behandlung mit MeJA induziert. Fiir beide
Klone konnte ihre Induzierbarkeit durch BTH in den Dotblot Hybridisierungen bestétigt
werden, allerdings zeigte sich keine Expressionsverdnderung nach Inokulation mit Bgh
(siche Kapitel 3.2.2.1 und 3.2.2.2). Der Klon GANO01B19 wurde als 94fach induziert ge-
funden und enthilt neben der sauren Phosphatase, Bci6 (BESER et al., 2000), ein Gen mit
unbekannter Funktion. Die Expressionsverdnderung konnte keinem der beiden Gene zuge-
ordnet werden, da die Expressionsraten von keinem der MeJA-induzierten bzw. -repri-
mierten Gene durch two step RT-PCR bisher iiberpriift wurden. Da BEBER et al. (2000)
jedoch die Induzierbarkeit von Bci6 durch MeJA zeigen konnten, scheint es wahrschein-
lich, dass die Verdnderung der Expressionsrate in diesem Experiment von BCi6 verursacht
wird. Saure Phosphatasen spalten in saurem Milieu anorganisches Phosphat von
verschiedenen Substraten. Als mogliche Funktion wird die Riickgewinnung von
anorganischem Phosphat in absterbendem Gewebe diskutiert (DUFF et al., 1994; DEL Pozo
etal., 1999, KENTON et al., 1999, siche auch Kapitel 4.3.1).

Klon GANO002109 kodiert fiir JIP37, ein Jasmonat induzierbares Protein mit einer Grof3e
von 37 kD (siche auch Kapitel 4.3.1). Das Gen wurde in den Dotblot Analysen als
37000fach induziert gefunden und erwies sich damit als eine hervorragende Positiv-
kontrolle fiir die erfolgte Jasmonat-Induktion in diesem Experiment. Das Protein wurde
von HAUSE et al. (1994) erstmals beschrieben. Bislang konnte JIP37 keine Funktion zuge-
ordnet werden.

Anders als die chemisch induzierbaren Bci-Gene, die bis auf Bci5 und Bci8 auch unter-
schiedlich stark durch MeJA-Applikation induziert werden (BEBER et al., 2000), zeigten in

den durchgefiihrten Dotblot-Analysen nur zwei der insgesamt 54 getesteten Gene eine
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Induktion der Genexpression nach MeJA. Aus unbekannten Griinden konnte keine
Induktion von Bcil, der Lipoxygenase, gezeigt werden, obwohl es als MeJA-induziertes
Gen in Gerstenblattern beschrieben wurde (FEUSSNER et al., 1995; VOROS et al., 1998). Da
es sich um ein Kandidatengen unseres Instituts handelt, kann ausgeschlossen werden, dass
es sich beim untersuchten Gen um ein homologes Gen mit unterschiedlicher Regulation
handelt. Die Induzierbarkeit von Bci4, einem EF-hand Protein durch MeJA war nur sehr
schwach ausgeprigt (BEBER, 2001), so dass die Sensitivitit der Dotblot-Analyse mog-
licherweise nicht ausreicht, um die Induzierbarkeit sichtbar zu machen. Da jedoch Bci6
und Jip37, die ebenfalls als MeJA-induzierbar beschrieben sind, gefunden werden konnten,

konnte der Erfolg der MeJA-Behandlung fiir dieses Experiment gezeigt werden.

4.3.3.2 MeJA-reprimierte Gene

Der Klon GAN001DOQ7 wurde durch Dotblot Analysen als stark durch BTH (siche Kapitel
3.2.2.1) und durch MeJA reprimiert identifiziert, konnte jedoch aus Zeitgriinden nicht
durch two step PCR bestétigt werden, da aufwéndige Sequenzuntersuchungen notwendig
waren, um den Klon zumindest teilweise zu charakterisieren. Der Klon enthilt mindestens
zwel verschiedene Plasmide, was nur extrem selten auftritt. Ein Plasmid enthélt als Insert
ein Gen mit Homologie zu einem nicht genauer charakterisierten ATP-abhidngigen Trans-
porter. ATP-abhingige Transporter dienen dem Transport eines Stoffes gegen ein Kon-
zentrationsgefille (siehe Kapitel 4.3.1). Das zweite Plasmid lie sich bis zum Abschluss
der Arbeiten nicht sequenzieren.

Bei den Inserts der Klone GANO01MO04, GANO001P03, GAN003B09, GAN004K?22 und
HvDO00126 handelt es sich um Gene unbekannter Funktion. Sie zeigten teilweise sehr
starke Repression durch die Behandlung mit MeJA, allerdings in den Dotblot Analysen bis
auf HvD00126 keinerlei Expressionsverdnderung durch BTH und Bgh. HvD00126 zeigte
in der inkompatiblen Interaktion mit Bgh eine 3fache Induktion der Genexpression (siche
Kapitel 3.2.2.2).

Das Plasmid des Klons GAN002G16 enthilt drei verschiedene Inserts: ein Glycoprotein-
dhnliches Protein, ein Glucan-endo-1,3-B-Glucosidaseisoenzym und eine Glyceraldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GADPH). Mogliche Funktionen dieser Proteine wurden bereits in
Kapitel 4.3.1 beschrieben. Die Induzierbarkeit der verschiedenen Gene durch BTH konnte
in den Dotblot Hybridisierungen bestitigt werden, wurde jedoch nicht unabhingig durch
two step RT-PCRs bestitigt. Der Klon zeigte eine starke Repression um den Faktor 1850
durch die Behandlung mit MeJA.
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Ebenfalls stark reprimiert wird das Gen des Chlorophyll a/b bindenden Proteins, das durch
den Klon GAN002L09 reprisentiert wird. Der Klon wurde durch die Inokulation mit Bgh
um den Faktor 2,7 reprimiert (siche Kapitel 3.2.2.2).

Der Klon GANOO3E17 zeigt hochste Homologie zu einem EST aus der TIGR-Datenbank,
der dhnlich einem Auxin-reprimierte Gen ist und wurde in den Dotblot Analysen als
67fach reprimiert durch MeJA gefunden. Die Induzierbarkeit durch BTH konnte durch
Dotblot Analysen ebenfalls bestdtigt werden (siehe Kapitel 3.2.2.1). Auxin entsteht vor
allem in schnell wachsenden Meristemen sowie in Laub- und Keimbléttern. Der
auffilligste Auxineffekt ist die Stimulation des Streckungswachstums. Unter anderem sind
aber auch Wirkungen auf die Zellteilung und Differenzierung in verholzende Xylemzellen
ist beschrieben (LIBBERT, 1993). Da Auxin und JA z. B. beim Streckungswachstum als
Gegenspieler wirken (siche Kapitel 4.3.2), bleibt unklar, weshalb ein Gen mit Ahnlichkeit
zu einem Auxin-reprimierten Gen auch durch die Applikation von JA reprimiert wird.

Der 11fach reprimierte Klon GANOO3F10 enthélt zwei Gene, eines zeigt Homologie zu
einem Chlorophyll a/b-bindenden Protein, wihrend das andere Homologie zu einem
Protein unbekannter Funktion aufweist. Die Funktion von Chlorophyll a/b-bindenden
Protein wurde bereits im Zusammenhang mit dem Klon GANO002L09 (s. Kapitel 4.3.2.2)
diskutiert. Allerdings zeigte dieser Klon keine Expressionsverdnderung in den Dotblot
Analysen nach BTH-Behandlung bzw. Bgh-Inokulation.

Das Gen Hvbasl, enthalten in Klon Hv196rh, wurde in diesen Experimenten als 11fach
reprimiert gefunden. Es handelt sich bei diesem Gen um eine Thioredoxin-abhéngige
Peroxidreduktase (TPx, BAIER und DIETZ, 1996), die Hydrogenperoxid und Alkylhydro-
peroxide reduziert (JACOBSON et al, 1989; CHAE et al., 1994). In vitro konnte gezeigt wer-
den, dass diese Enzyme die Schidigung von Nukleinsduren und die Inaktivierung von
Proteinen durch oxidativen Stress verhindern konnen (KM et al., 1989; Lim et al., 1993).
Eine Repression des Gens konnte diesen Schutz vor oxidativem Stress, z. B. wihrend der
Seneszenz, verhindern. Die Induzierbarkeit durch BTH konnte in den Dotblot Analysen

nicht bestdtigt werden.

4.4 Transiente Transformationsassays

Die fiinf im Rahmen dieser Arbeit durch two-step RT-PCR bestétigten BTH-induzierbaren
Gene wurden im transienten Transformationsassay beziiglich ihrer Beteiligung an der

Resistenzauspriagung der Gerste gegeniiber Bgh untersucht. Dafiir wurde in vitro dsRNA
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der einzelnen Gene hergestellt und mittels Patikelbombardement in Gerstenepidermiszellen
eingebracht. Durch den Mechanismus der RNAlInterferenz kommt es zum Silencen des
entsprechenden Gens. Die Wirkung dieses knock downs auf die Interaktion mit Bgh kann
anhand von einzelnen Zellen ausgewertet werden (SCHWEIZER et al,. 1999).

AuBerdem wurden mit Hilfe des transienten Transformationsassays der Einfluss der Kan-
didatengene Bci2, Bci9, Eds5 und Sgtl untersucht. Die Uberexpression von Genen ist nur
moglich, wenn deren komplette Sequenz bekannt ist. Da vom Eds5-Homolog aus Gerste,
welches aus einer EST-Datenbank identifiziert wurde, und von den neu identifizierten

Genen nur Teile der Sequenz bekannt sind, waren hier nur RNAi-Experimente mdglich.

4.4.1 Cysteinprotease -GAN003J15-

Die Cysteinprotease GAN003J15 ist stark durch BTH induzierbar, zeigte aber keine Ex-
pressionsveranderung in den Dotblot Analysen nach Bgh-Infektion oder MeJA-Behand-
lung. Sie zeigt die hochste Homologie (2¢” nach dem BlastX Algorithmus) zu einer fruit
bromelain Vorstufe aus Ananas (T10518). Bromelain ist eine Mischung aus iiberwiegend
proteolytischen Enzymen aus Friichten, Stamm und Bléttern der Ananas, Ananas comosus,
einem Mitglied der Familie der Bromeliaceae (siche auch Kapitel 4.3.1).

Die durchgefiihrten transienten Transformationsassays zeigten, dass der knock down der
Cysteinproteinase keinen Einfluss auf die Resistenz der Gerste gegeniiber dem Echten
Gerstenmehltaupilz hat. Da Cysteinproteasen eine Multigenfamilie bilden, kann nicht aus-
geschlossen werden, dass es zum knock down mehrerer Gene mit dhnlicher Sequenz
kommt. Es ist aber unwahrscheinlich, dass die Translation aller Mitglieder der Genfamilie
durch das sehr spezifische RNAi unterdriickt wurde. Die eingebrachte dsSRNA wird von
einem Enzym, genannt DICER, das RNase III dhnlich ist, in 20-25 bp lange Fragmente
gespalten (BERNSTEIN et al., 2001) Diese so genannten small interfering (si) RNAs werden
in ihre Einzelstrange aufgetrennt und es kann nachfolgend zur sequenzspezifischen Anla-
gerung des antisense Stranges an die entsprechende homologe mRNA kommen, die dann
durch Endonukleasen degradiert wird (METZLAFF, 2002). Da das DICER Enzym aus einem
Pool von dsRNAs nicht alle moglichen siRNAs bildet (DYKXHOORN et al., 2003), sondern
gewisse Sequenzen préferiert und da Sequenzunterschiede, sofern sie nicht im mittleren
Bereich liegen (10. bis 12. Base), toleriert werden (ELBASHIR et al., 2001), kénnen keine
theoretischen Voraussagen tiiber die Spezifitidt der dSRNA gemacht werden. SCHWEIZER et
al. (2000) konnten jedoch mit der dsSRNA einer Dihydroflavonreduktase aus Gerste trotz

81 %iger Sequenziibereinstimmung nicht das entsprechende Gen aus Mais silencen. Auch
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SCHULTHEIB (2003) konnte zeigen, dass der RNAi-Mechanismus in der Gruppe der
Rac/Rop-Gene, die alle in konservierten Doménen vollstindig identische Sequenzbereiche
besitzen, eine hohe Spezifitdt besitzt.

Trotzdem miisste in diesem Fall eine Uberpriifung der Spezifitit stattfinden, indem man
verschiedene Cysteinproteasen mit einem Gen fiir ein fluoreszenzierendes Protein wie GFP
fusioniert, diese iiberexprimiert und dann den Wirkungsgrad der RNAlnterferenz be-
stimmt.

Da es trotz des mdglichen knock downs von mehreren Mitgliedern der Multigenfamilie
nicht zu einer Verdnderung der Penetrationsrate von Bgh kommt, kann davon ausgegangen
werden, dass diese Cysteinprotease allein keinen Einfluss hat. Moglicherweise konnte
durch gleichzeitigen knock down von Interaktionspartnern der Cysteinprotease ein Einfluss

gezeigt werden.

4.4.2 Reticulon-like -GAN001D12-

Bei Reticulon-Proteinen handelt es sich um Proteine, die mit dem Endoplasmatischen
Reticulum assoziiert sind. Thnen wird eine Funktion wihrend der Ausbildung der Apoptose
beim Menschen zugeschrieben, bislang ist jedoch die Funktion der Reticulon-dhnlichen
Proteine in Pflanzen nicht bekannt (siehe auch Kapitel 4.3.1). Die Induzierbarkeit des Gens
durch konnte durch die verschiedenen Filtertechniken und two step RT-PCR bestétigt wer-
den. Durch die Inokulation mit Bgh bzw. die Behandlung mit MeJA lieen sich keine Ex-
pressionsverdnderungen hervorrufen. Allerdings zeigten die transienten Transformations-
assays kein eindeutiges Ergebnis. Der knock down dieses Gens fiihrte zu sehr schwanken-
den Effekten in Bezug auf die Resistenz der Gerste gegeniiber dem Echten Gerstenmehl-
taupilz, so dass nach diesen Ergebnissen eine direkte Beteiligung dieses Reticulon-
dhnlichen Proteins an der Abwehr von Bgh zwar nicht vollstdndig ausgeschlossen werden

kann, aber doch eher unwahrscheinlich ist.

443 GANO001K12

Die Induzierbarkeit des Gens GANOO1K 12, das keine Homologie zu Genen mit derzeit
bekannter Funktion hat, durch BTH wurde mittels der verschiedenen Filtertechniken und
two step RT-PCR gezeigt. Durch die Anwendung der Dotblot-Analysen konnte keine Ex-
pressionsverdnderung dieses Gens gezeigt werden nach der Behandlung mit MeJA bzw.

durch die Inokulation mit Bgh.
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Der transiente knock down des Gens fiihrt sowohl in unbehandelten als auch in mit BTH
behandelten Blittern zu schwankenden Effekten. In zwei der vier Experimente mit unbe-
handelten Blattern wurde durch den knock down des Gens GAN0O1K 12 eine Erhéhung der
Penetrationsrate um etwa 28 % erzielt, wiahrend die beiden anderen eine Reduktion um
etwa 38 % aufwiesen. Mit BTH-behandelten Bléttern wurden zwei Experimente durchge-
fiihrt. Eines der beiden zeigte eine um mehr als 2fache Erhdhung der Penetrationsrate, aber
das zweite Experiment zeigte einen, wenn auch nicht so starken, gegenteiligen Effekt.

Durch eine groBere Anzahl von Experimente hitte vielleicht eine eindeutigere Anderung
der Penetrationsrate im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden konnen. Allerdings zeigen
Kandidatengene, die einen Einfluss auf die Bgh-Interaktion haben, {iiblicherweise
bestidndigere Effekte in der stabilen Transformation, wohingegen die anderen Gene héaufig
zwar teilweise starke Effekte in einzelnen Experimenten haben, diese jedoch schwanken
und im Mittel zu keiner signifikanten Verdnderung fiihren. Aufgrund dieser Ergebnisse
scheint eine ursdchliche Beteiligung dieses Gens an der Resistenz gegeniiber Bgh unwahr-

scheinlich.

444 GANOOlE1l4

Das Gen GANOO1E14 zeigt ebenfalls keine Homologie zu Genen mit bekannter Funktion.
Die Induzierbarkeit durch BTH wurde durch two step RT-PCR bestétigt. Durch die Dotblot
Analysen konnte eine schwache Repression des Gens um den Faktor 2,9 in der inkompa-
tiblen Interaktion mit Bgh gezeigt werden.

In den beiden Experimenten, in denen unbehandelte Blitter transformiert wurden, zeigte
sich durch den knock down des Gens eine Verringerung der Penetrationsrate von Bgh um
etwa 25 %. In den BTH-behandelten Bldttern waren in zwei Experimenten nur schwache
Effekte von unter 10 % in jeweils unterschiedliche Richtungen zu erkennen.

Da BTH zu einer Erhohung der Resistenz gegen Bgh fiihrt, sollte man erwarten, dass BTH-
induzierbare Gene an der Auspriigung dieser Resistenz beteiligt sind. Eine Uberexpression
sollte als zu erhdhter Resistenz fithren, wihrend ein knock down zu erhohter Anfalligkeit
fithren sollte. Entgegen dieser Erwartung scheint der knock down des Gens GANOO1E14
die Resistenz der Gerste gegen Bgh zu erhohen. Somit konnte das Gen ein Suszeptibilitéts-
faktor sein, der in inkompatiblen Interaktionen herunterreguliert wird, da das Ausschalten
des Gens zu einer erhdhten Resistenz fiihrte. Unklar bleibt jedoch, warum BTH zu einer

Induktion des Gens fiihrt.
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445 GANO0OO1L11

Das Gen GANOOIL11 zeigt ebenfalls keine Homologie zu Genen mit bekannter Funktion.
Es wurde durch die two step RT-PCR als chemisch induziert bestétigt und zeigte keine
Expressionsverdnderung durch die Behandlung mit MeJA oder die Inokulation mit Bgh.

In unbehandelten Gerstenblattern zeigte der knock down des Gens GANOO1L11 nur sehr
schwache Effekte, die wahrscheinlich als versuchsbedingte Schwankungen angesehen
werden konnen.

Mit Bléttern von BTH-induzierten Gerstenpflanzen wurden drei Experimente durchge-
fiihrt, von denen eines ebenfalls einen sehr schwachen Effekt zeigte, wahrend die anderen
beiden Effekte in entgegengesetzte Richtungen zeigten. Einmal wurde eine um 44 % er-
hohte Resistenz erreicht, wéhrend im anderen Experiment die Penetrationsrate im Ver-
gleich zur Kontrolle um 44 % erhoht war.

Deshalb ldsst sich aus den im Rahmen dieser Arbeit gemachten Untersuchungen keine
Beteiligung des Gens GANOOIL11 an der Resistenzauspragung der Gerste gegeniiber Bgh

ableiten.

4.4.6 Eds5: MATE-Transporter

Da es auch in kompatiblen Wirt-Pathogen-Interaktionen zu einer Begrenzung des Patho-
genwachstums kommt, wurde von GLAZEBROOK et al. (1996) in A. thaliana nach hyper-
suszeptiblen Mutanten gegeniiber einer Mehltauinfektion gesucht, um beteiligte Kompo-
nenten dieser Basisresistenz zu identifizieren. Es konnten verschiedene Mutanten von
A. thaliana mit erhohter Anfilligkeit gegeniiber dem moderat virulenten biotrophen Bakte-
rium Pseudomonas syringae pv. maculicola isoliert werden. Bei der Mutante eds5
(eds = enhanced disease susceptibility) konnte die Mutation eines Gen mit hoher Homo-
logie zu MATE-Transportern fiir den Phénotyp verantwortlich gemacht werden.

Durch Datenbankvergleiche konnte ein EST aus Gerste identifiziert werden, der nach dem
BlastN Algorithmus eine Homologie von 2¢>° zu Eds5 aus A.thaliana (Acc. Nr.:
AAMG63262.1) aufweist. Sollte das sequenzhomologe Gen aus Gerste eine &dhnliche
Funktion ausiiben wie in A. thaliana, wire zu erwarten gewesen, dass der transiente knock
down cine erhéhte Suszeptibilitdt bewirkt. Nach den vorliegenden Ergebnissen hat Eds5
keinen Einfluss auf die Resistenz der Gerste gegen Bgh. Da es sich nur um ein Gen-
fragment handelte, konnten wiederum nur transiente knock down Experimente, jedoch

keine entsprechenden Uberexpressionsexperimente durchgefiihrt werden. Die ersten drei
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Experimente zeigten, dass das Silencen des Gerstengens eine im Vergleich zur Kontrolle
erhohte Anfilligkeit gegeniiber Bgh bewirkt. Drei weitere Experimente zeigten jedoch
gegenteilige Effekte. Hier wurde durch den knock down von Eds5 eine erhohte Resistenz
erzeugt. Bei Genen, die keinen direkten Einfluss auf die Resistenzausprigung haben
kommen es hdufig zu schwankenden Effekten (Hiickelhoven, personliche Mitteilung). Die
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass der knock down des Gerstenhomologs zu AtEds5

keinen Einfluss auf die Resistenz der Gerste gegeniiber Bgh hat.

4.4.7 Bci2: Thionin

Thionine sind niedermolekulare basische cysteinreiche Polypeptide, die antibakteriell und
antifungal, aber auch toxisch auf tierische und pflanzliche Zellen wirken, indem sie die
Permeabilitit von Zellmembranen modifizieren (BOHLMANN und APEL, 1991). In Gersten-
blattern akkumulieren Thionine am stédrksten in der dulleren Zellwand von Epidermiszellen
etiolierter Gerstenbldtter. Durch Belichtung kommt es zum schnellen Abbau der
Transkripte (REIMANN-PHILIPP et al., 1989). In groBeren, ungestressten Pflanzen sind die
Transkripte von Thioninen fast nicht nachweisbar, aber zwei Tage nach der Inokulation
mit Bgh kommt es ebenfalls zu einer starken Transkriptakkumulation von Thioninen
(BOHLMANN et al, 1988). In resistenten Linien akkumulieren Thionine in der Papille und in
der Zellwand nahe der Infektionsstelle, wéhrend in anfélligen Linien diese Phdnomene
nicht zu beobachten sind (EBRAHIM-NESBAT et al., 1989). Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass Thionine eine wichtige Rolle in der Pathogenabwehr von Gerstenpflanzen
spielen.

Bei den blattspezifischen Thioninen handelt es sich um eine Multigenfamilie mit 50 bis
100 Mitgliedern im haploiden Gerstengenom. Die meisten der Gene sind nicht identisch,
sondern stellen verschiedene Varianten dar (BOHLMANN et al., 1988). Bei Toxinen ist das
nicht ungewohnlich, da es durch die stindige Interaktion von Wirt und Pathogen zu einer
Koevolution kommt. Die Anpassung des Pathogens an ein Toxin verursacht die Entwick-
lung eines neuen Toxins an das das Pathogen noch nicht adaptiert ist (siche auch Kapitel
1.1.2).

Das Gen Bci2 wurde von BEBER et al. (2000) als chemisch induzierbares Gen identifiziert.
Es zeigt die hochste Sequenziibereinstimmung mit einem in jungen Gerstenblattern stark
akkumulierenden Gen (GAUSING, 1987). Neben der Induktion durch DCINA und BTH
filhrt auch die Applikation von MeJA zur Transkriptakkumulation, wiahrend die Applika-

tion von SA oder Sorbitol, sowie Verwundung und Inokulation mit Bgh keinen Einfluss

96



DISKUSSION

auf die Genexpression haben (BESER et al., 2000). Zeitlich begrenzte Induktionen konnten
nur durch die Infiltration der Nichtwirt-Pathogene Pseudomonas syringae pv. tomato (DC
3000) und Bacillus subtilis erzielt werden (BEBER, 2001).

Da sehr dhnliche Thionine durch Bgh induziert werden, Bci2 jedoch durch die chemischen
Resistenzinduktoren, blieb zu tiberpriifen, ob Bci2 eine ursdchliche Rolle in der induzierten
Resistenz der Gerste spielt. Die transiente Uberexpression des Gens in Gerstenepidermis-
zellen hatte jedoch keinen Einfluss auf die Resistenz gegen Bgh. In drei unabhingigen Ex-
perimenten konnten jeweils nur Verdnderungen der Penetrationsrate gegeniiber der Kon-
trolle von unter 10 % erzielt werden, die als versuchsbedingte Schwankung angesehen
werden konnen (siehe Abbildung 3.13).

Der transiente knock down des Gens verursachte dagegen eine um etwa 29 % erhohte
Penetrationsrate in BTH-behandelten Gerstenbldttern gegeniiber Bgh. Allerdings wurde in
einem der neun durchgefiihrten Experimente die Penetration aus unbekannten Griinden im
Vergleich zur Kontrolle um 41 % vermindert (siche Abbildung 3.12). Durch die grofle An-
zahl an unabhingigen Wiederholungen erreicht das gemittelte Ergebnis trotzdem eine
Signifikanz von p=0,012.

In nicht induzierten Blittern wurde durch den transienten knock down keine Verdnderung
der Penetrationsrate gegeniiber der Kontrolle beobachtet. Das liegt wahrscheinlich daran,
dass im nicht induzierten Zustand die Expressionsrate fiir das Thionin so niedrig ist, dass
sie durch die RNAInterferenz nicht deutlich reduziert werden kann und dieses Gen nicht
durch Bgh selber induziert wird. Mit Bci2 konnte somit erstmalig ein Gerstengen identifi-
ziert werden, welches wahrscheinlich ursdchlich an der chemisch induzierten Resistenz
gegen Bgh beteiligt ist. Da es jedoch ein Mitglied einer hoch konservierten Multigen-
familie ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass es zum gleichzeitigen knock down von
mehreren dhnlichen Genen kam. Jedoch zeigt sich dieser Effekt nur nach vorheriger BTH-
Induktion. Somit konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine BTH-Induktion von
Thioninen, die nicht Bgh-responsiv sind, an der BTH-vermittelten Resistenzinduktion

ursichlich beteiligt sind.

4.4.8 Bci9: Apyrase

Bci9 (AJ250665), ein Gen mit hoher Homologie zu Apyrasen, wurde ebenfalls durch
suppressive Subtraktionshybridisierung von BESER et al. (2000) als chemisch induzierbar

isoliert. Apyrasen (EC 3.6.1.5) sind Diphosphohydrolasen, die unter anderem an der
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Aggregation von Blutpldttchen (MARCUS und SAFIER, 1993), der Neurotransmission
(EDWARDS und GIBB, 1993) und der Proteinglycosilierung im Golgi Apparat (ABEIJON et
al., 1993) beteiligt sind. Als mogliche Funktionen in Pflanzen werden die Mobilisierung
von Phosphat und die Detoxifizierung von Xenobiotica diskutiert (THOMAS et al., 1999
und 2000). GS52, eine Ektoapyrase aus Glycine soja (Acc. Nr.: AF207688), hat nach dem
BlastX-Algorithmus eine Ahnlichkeit von ¢''” zu BCI9. Ektoapyrasen sind durch die
Lokalisierung ihres katalytischen Zentrums in der extrazelluldren Matrix charakterisiert.
Anders als BCI9 wurde GS52 nur in der Wurzel gefunden. Eine Induktion der Gen-
expression wihrend der Interaktion der Wurzeln mit dem Stickstoff-fixierenden
Symbionten Bradyrhizobium japonicum und die Hemmung der Knéllchenbildung durch
die Behandlung mit einem Anti-GS52 Antikdrper zeigen deutlich, dass GS52 in die Knoll-
chenbildung der Leguminosen involviert ist (DAY et al., 2000).

Bci9 wird nur durch die Applikation von chemischen Resistenzaktivatoren wie DCINA
und BTH und durch floaten auf MeJA induziert. Erstaunlicherweise kann durch die Appli-
kation von SA keine Verstirkung der Genexpression erzielt werden. Da eine Induktion der
Genexpression nur durch artifizielle Bedingungen verursacht werden konnte, diskutiert
BEBER (2001) eine mogliche Beteiligung von Bci9 an einem Entgiftungsmechanismus.
Auch THOMAS (2000) beschreibt die Unterstlitzung der Entgiftung von Zellen durch Auf-
rechterhaltung des ATP-Gradienten durch eine Ektoapyrase. Dadurch kann ein Toxin im
Symport mit ATP aus der Zelle transportiert werden.

Eine Beteiligung von Bci9 an der Resistenz gegen den Echten Gerstenmehltaupilz wurde
durch die transiente Uberexpression des Gens in Gerstenepidermiszellen untersucht.

Es wurden fiinf voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt. Zwei Experimente
zeigten eine schwache Reduktion der Penetrationsrate um 14 und 26 %. Drei weitere Expe-
rimente zeigten eine im Vergleich zur Kontrolle erhdhte Penetrationsrate, in einem Expe-
riment sogar um 72 %. Genmittelt ergibt sich, dass die Uberexpression von Bci9 die
Penetrationsrate um 14 % erhoht. Dieser Effekt ist sehr niedrig und kann durch versuchs-
bedingte Schwankungen verursacht sein. Es ist davon auszugehen, dass die Uberexpression
von Bci9 keinen Einfluss auf die Abwehr von Bgh hat. Vorlaufige Ergebnisse deuten dar-
aufhin, dass der transiente knock down des Gens eine erhohte Anfilligkeit der Gerste

gegeniiber Bgh bewirkt (Geldermann, personliche Mitteilung).
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449 Sgtl

SGT1 wurde als moglicher Interaktionspartner von RARI1 identifiziert (SHIRASU et al.,
1999). RAR1 wird fiir die vollstindige Mlal2-R-Gen-vermittelte Resistenz bendtigt (rar =
required for mla-mediated resistance; JGRGENSEN, 1988). Infolge einer Mutation von
HVRARL in Gerste kommt es nicht mehr zur Ausbildung einer HR und die Transkription
von PR-Proteinen in kompatiblen Interaktionen mit Bgh ist deutlich reduziert
(FREIALDENHOVEN et al., 1994). rarl-Mutanten zeigen auch deutlich reduzierte H,O,-
Konzentrationen (SHIRASU et al, 1999). Ein funktionales Rarl wird jedoch nicht von allen
Mla-Resistenzgenen zur Ausbildung einer vollstindigen Resistenz bendtigt (JORGENSEN,
1996). Rarl ist auch in dikotylen Pflanzen ein zentraler Faktor der Resistenz gegen ver-
schiedene Pathogene (COLLINS et al., 2002). HYRARI1 ist wahrscheinlich im Cytoplasma
lokalisiert und enthilt zwei CHORD-Doménen, die Zink-lonen binden kénnen (SHIRASU et
al., 1999). Die genaue Funktion des Proteins ist jedoch bislang unklar.

Zur Aufklarung der Funktion wurden yeast-two-hybrid Analysen durchgefiihrt, um
mogliche Interaktionspartner von AtRARI, dem Homolog aus Arabidopsis thaliana, zu
identifizieren. Zwei Proteine aus A. thaliana mit hoher Homologie zu SGT1 aus Hefe wur-
den als Interaktionspartner von AtRAR1 gefunden. In Hefe wird Sgtl fiir den Fortlauf des
Ubiquitin-abhéngigen Zellzyklus benoétigt. Es interagiert mit dem Kinetochor und dem
SCF-Typ E3 Ubiquitin-Ligase Komplex durch Interaktion mit SKP1 (KITAGAWA et al.,
1999). In Gerste konnte ein Homolog von SGT1 identifiziert werden, das mit HYRAR1
interagiert. Dass HvSgtl wie Rarl fiir die Mla6-, aber nicht fiir die Mlal-spezifische
Resistenz bendtigt wird, konnte durch den transienten knock down von HvSgtl durch
RNAlInterferenz gezeigt werden (AZEVEDO et al., 2002).

Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass HvSGT1 in Assoziation mit HVRAR1 oder mit
dem SCF Ubiquitin E3 Ligase Komplex und dem COP9 Signalosom (AZEVEDO et al.,
2002; L1iu et. al., 2002) vorliegt.

In Pflanzen wird eine Beteiligung von SGT1 an der Ubiquitinierung, also Markierung von
Proteinen, die als negative Regulatoren der Resistenz wirken, postuliert. Die
Ubiquitinierung flihrt zur Degradation der Zielproteine durch das 26S Proteasom iiber den
spezifischen SCF Komplex. Da SGT1 und RAR1 aber auch mit HSP90, einem heat shock
Protein interagieren, wird eine mogliche Funktion der beiden Proteine als Cochaperone

diskutiert (TAKAHASHI et al., 2003).
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Um eine Abhéngigkeit der chemisch induzierten Resistenz der Gerste von Sgtl zu iiber-
priifen wurden transiente knock down Experimente in Blittern von chemisch induzierten
und unbehandelten Pflanzen durchgefiihrt (siche Kapitel 3.3.2.4).

Die BTH-Behandlung reduzierte die Penetrationsrate um etwa 35 %, wihrend der
transiente knock down von Sgtl unter diesen Bedingungen keinen Einfluss auf die Penetra-
tionsrate nicht-induzierter oder induzierter Blétter hat (siche Abbildung 3.15). Die Wirk-
samkeit der RNAlInterferenz wurde durch das Ausschalten eines Fusionsproteins aus SGT1
und GFP gezeigt (EICHMANN, unver6ffentlichte Daten).

Ausgehend von diesen Ergebnissen kann angenommen werden, dass die chemisch

Induzierte Resistenz in Gerste unabhédngig von Rar1/Sgtl wirkt.

4.5 AbschlieRende Betrachtungen

Die biochemischen und physiologischen Verdnderungen, die Pflanzen zur Anpassung an
sich dndernde Umweltbedingungen oder zur Pathogenabwehr durchmachen, kdnnen durch
Transkriptomanalysen, die mit Hilfe der Chip- oder Array-Technologie in immer groflerem
Umfang durchfiihrbar sind, untersucht werden. MALECK et al. (2000) konnten mit Hilfe
von Microarrays eine Vielzahl neuer Gene identifizieren, die wihrend der Ausbildung der
SAR in A. thaliana differentiell reguliert sind.

Da die Behandlung mit chemischen Resistenzinduktoren wie BTH und DCINA in Getreide
zur erhohten Resistenz gegeniiber Bgh fiihrt, sollten durch die Verwendung von Filtern mit
etwa 1500 Genfragmenten der Gerste, Gene identifiziert werden, die durch die Behandlung
mit BTH differentiell exprimiert werden. Dies soll zur Aufklarung des molekularen Me-
chanismus der IR in Gerste beitragen. Unter den identifizierten Genen sollten sich solche
befinden, die ursdchlich an der Ausprigung dieser Resistenz beteiligt sind. Diese Gene
konnten dann als Kandidaten fiir eine stabile Transformation von Getreide mit dem Ziel
der dauerhaften Resistenzerh6hung sein.

Die Erwartung war, nach der Applikation von BTH Gene zu finden, deren Expression im
Fall einer Pathogeninfektion zu einer schnelleren Abwehrreaktion der Pflanze fithren kon-
nen. Dazu zdhlen sicherlich zellwandassoziierte Enzyme, wie die Amidase, GAN001A04
oder das Glucan-endo-1,3-B-Glucosidaseisoenzym, GAN002G16, aber auch Proteine, die
am Transport verschiedener Stoffe beteiligt sind, wie der ATP-abhéngige Transporter,
GANO001DO07, der Golgi-Transportkomplex. GANOO1F12 oder das Importin-p-&hnliche
Protein, GANOO1H20.
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Die Dotblot-Hybridisierungen mit Sonden von Bgh-inokulierten bzw. MeJA-behandelten
Pflanzen geben bedingt durch die relativ kleine Zahl von untersuchten Genen keinen Hin-
weis auf das Zusammenwirken verschiedener Signaltransduktionswege.

In der inkompatiblen Interaktion zwischen dem resistenten Gerstenkultivar IWe und Bgh
der Rasse A6 wurden von den untersuchten BTH-induzierbaren Genen nur wenige
schwach differentiell exprimiert. MALECK et al. (2000) fanden in ihren Untersuchungen in
der inkompatiblen Interaktion zwischen A. thaliana und Peronospora parasitica gleiche
Expressionsmuster wie wéihrend der SAR. Die kompatible Interaktion beruht meist auf
einer zu langsamen Resistenzantwort der Pflanze auf das Pathogen. Waihrend der
chemischen Induktion laufen gleiche Prozesse ab, so dass die Pflanze im Falle einer Patho-
genattacke deutlich schneller reagieren kann. Die Expressionsmuster wéhrend der
chemischen Induktion und der inkompatiblen Interaktion haben nach den vorliegenden
Ergebnissen in Gerste jedoch nahezu keine Ubereinstimmungen.

Obwohl sich in letzter Zeit immer mehr Hinweise finden, dass die sich teilweise anta-
gonistisch wirkenden Signalwege der SA und MeJA-vermittelten Resistenz in A. thaliana
positiv beeinflussen (SCHENK et al., 2000; VON RAD et al., 2005), kann dies nach den vor-
liegenden Ergebnissen nicht fiir H. vulgare gelten. Von den bestétigten BTH-induzierbaren
Genen war nur Bci6 bzw. das zweite Insert dieses Klons ebenfalls durch MeJA induzier-
bar. Drei weitere BTH-induzierbare Gene wurden jedoch nach Behandlung mit MeJA als
stark reprimiert gefunden.

Durch die two step RT-PCRs zur abschlieBenden Bestitigung der neu identifizierten
chemisch induzierbaren Gene der Gerste konnten bislang nur fiinf Gene verifiziert werden.
Die Methode der Macroarrays fand jedoch unabhingig davon Bestéitigung im Wieder fin-
den der bereits als chemisch induzierbar bekannten Bci-Gene (BESER et al., 2000). Die
funktionelle Uberpriifung der gefundenen Gene zeigte, dass keines dieser Gene ursichlich
an der Auspriagung der Resistenz der Gerste gegeniiber Bgh beteiligt ist.

Die funktionelle Uberpriifung der Kandidatengene HvSgtl und einem Gerstenhomolog von
AtEds5 brachten ebenfalls keine Aufschliisse tiber funktionell an der Resistenz gegen Bgh
beteiligte Gene.

Auch die stabile Uberexpression von Bci4, einem Gen das ebenfalls chemisch induzierbar
ist, zeigte keinen Einfluss auf die Resistenzausprigung in anfilligen Gersten- und Weizen-

linien gegeniiber Bgh.
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DISKUSSION

Allein das Ausschalten des antifungal wirkenden Bci2, einem Thionin, erhdhte die Sus-
zeptibilitat von Gerste gegeniiber Bgh. Allerdings handelt es sich hier nicht um ein Protein
des Signalweges, sondern um ein direkt auf das Pathogen wirkendes Effektormolekiil.
Erfahrungsgemaf lassen sich sowohl mit der Methode der suppressiven Subtraktionshybri-
disierung, die zur Identifizierung von Bci4 fiihrte, als auch die Macroarrays aufgrund der
selbst gewdhlten Ausschlussgrenze von 2,5 nur Gene identifizieren, die eine relativ starke
Verdnderung ihrer Expression zeigen. Aber auch Gene, die eine schwichere Regulation
zeigen, kdnnen eine relevante Funktion haben. Zum Beispiel liegen Signalrezeptoren meist
in ausreichender Menge vor, ihr Aktivitdtszustand wird durch Konformationsverdnderung
oder Bindung von Liganden, als durch Transkriptverdnderung bedingt. Deshalb werden
regulatorische Gene, die an der Abwehr von Pathogenen beteiligt sind, meistens durch
Uberpriifung einer groBen Zahl verschiedener Mutanten oder durch Kandidatengen-An-
satze identifiziert. Da die Generierung von T-DNA-Insertionslinien in Gerste noch nicht
sehr weit fortgeschritten, ist diese Methode derzeit noch nicht praktikabel.

Durch die Generierung der EST-Datenbank aus epidermalem Gewebe BTH-induzierter
Gerstenpflanzen wurde eine grof3e Zahl von Genen zugédnglich gemacht, die sich nicht auf
dem kommerziell erhéltlichen 22K Barleyl GeneChip probe array von Affymetrix Inc.
(Santa Clara, USA; CLOSE et al., 2004) finden. Etwa 30 % der Gene der GAN-Bank finden
sich nicht auf diesem Filter. Mit groBer Wahrscheinlichkeit, handelt es sich bei gering
exprimierte und deshalb moglicherweise regulatorische Gene. so dass durchaus die Be-
rechtigung besteht auch im Zeitalter der Microarrays mit 22.000 Genen noch mit ,.kleinen
Filtern mit nur 1.500 Genen zu arbeiten. Da diese ESTs jetzt der Offentlichkeit zuginglich
gemacht wurden, ist fiir eine zweite Generation von Oligonukleotid-arrays zu erwarten,
dass diese Gene aufgenommen werden. Ein groBBer Vorteil der Oligonukleotid-arrays ge-
geniiber den GAN-Filtern ist neben der grolen Zahl untersuchbarer Gene, dass es sich um
eine standardisierte Technik handelt, und dass es durch gemeinsame Datenbanken eine

gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse gibt.
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5 Zusammenfassung

Durch die Applikation von chemischen Resistenzinduktoren kommt es in anfélligen
Gerstensorten zu einer deutlich erhohten systemischen Resistenz gegeniiber dem Echten
Gerstenmehltaupilz (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh). Es sollten Gene identifiziert
werden, die ursachlich an der Ausbildung dieser Form der Resistenz beteiligt sind und
dadurch zur Aufklarung der beteiligten Signalwege beigetragen werden.

Unter Verwendung von cDNA-Arrays wurden aus 1536 Genfragmenten 28 Gene identifi-
ziert, die bislang nicht als chemisch induzierbar beschrieben waren. Fur funf dieser Gene
wurde die Induzierbarkeit durch two step RT-PCRs bestétigt. Es handelt sich dabei um drei
Gene mit bislang unbekannter Funktion, ein Gen mit Homologie zu Reticulon-ahnlichen
Genen und eine Cysteinprotease. Ihre Beteiligung an der Resistenz der Gerste gegenuber
Bgh wurde mittels transienten knock downs untersucht. Keines der untersuchten Gene
scheint als Einzelfaktor fiir eine erfolgreiche Abwehrreaktion erforderlich zu sein.

Ein sequenzhomologes Gerstengen zu AtEds5, welches in Arabidopsis ursachlich an der
pathogen-induzierten SA-Produktion und SAR beteiligt ist, wurde ebenfalls in Gerste
transient ausgeschaltet, um seine Beteiligung an der Resistenzauspragung zu tberprifen.
AuRerdem wurde die Funktion von HvSgtl wéhrend der cIR in Gerste untersucht, da fur
Sgtl in Gerste bereits eine Beteiligung an der R-Gen-vermittelten Resistenz gezeigt werden
konnte. Des Weiteren wurden die chemisch induzierbaren Gene Bci2, ein blattspezifisches
Thionin, Bci4, ein EF-hand Protein und Bci9, eine saure Phosphatase funktionell
untersucht. Es standen stabil transgene Pflanzen zur Verfugung, die Bci4 iberexprimieren,
wahrend Bci2 und Bci9 im transienten Transformationsassay untersucht wurden. Die
transienten knock downs von Eds5 und Sgtl haben keinen Einfluss auf die
Penetrationseffizienz von Bgh. Fir Bci4 und Bci9 konnte kein signifikanter Einfluss auf
die Gersten-Mehltau Interaktion nachgewiesen werden, wahrend der transiente knock down
von Bci2 in BTH-behandelten Gerstenblattern zu einer erhdhten Suszeptibiltat gegentiber
Bgh fuhrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich cDNA-Arrays eher zur Expressionsanalyse, d. h. zur Ana-
lyse der Verénderungen in der Zelle, die zur metabolischen Adaption an die Induzierte
Resistenz fuhren, aber nicht unbedingt zur Identifizierung ursachlich an der Resistenzaus-
prégung beteiligter Gene in Gerste eignen. Dazu wére die Analyse von Mutanten, wie in
A. thaliana seit mehreren Jahren praktiziert, besser geeignet. Allerdings ist die Generierung

von T-DNA-Insertionslinien in grolem Malistab in Gerste erst in den Anféangen.
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6 Summary

The application of chemical resistance inducers leads in susceptible barley lines to higher
resistance against the infection with the barley powdery mildew fungus (Blumeria
graminis f.sp. hordei, Bgh). Since the signal transduction pathways of the chemical
induced resistance (cIR) in monocotyledonous plants are poorly understood, the aim of this
work was to identify genes that are causally related to this kind of resistance.

Using cDNA-arrays with 1536 gene fragments 28 new genes were identified, that were not
described before to be chemical inducible. Five of them could be verified to be chemical
inducible using the method of two-step RT-PCR. The functions of three of these genes
have until now not been described, one shares homology with reticulon-like genes and one
Is a cysteine protease. The function of the five genes according the resistance of barley
against Bgh was tested using a transient transformation system for silencing the gene
expression. None of the tested genes as a single factor seems to have an influence on the
pathogen response.

A barley gene that shows highest homology to AtEds5, which causally involved in SA-
production and SAR, was also transiently knocked down to check its involvement in
resistance against Bgh. HvSgtl was also tested using transient knock down, because it is
involved in the R-gene mediated resistance in barley. Additionally the function of Bci2, a
leaf-specific thionin, Bci4, an EF-hand protein and Bci9, an acid phosphatase were
checked. Bci4 overexpressing cereal plants were available, while Bci2 and Bci9 were
checked in transient transformation assays. Transient knock downs of the Eds5-homologue
and HvSgtl have no effect on penetration efficiency of Bgh. Overexpression of the three
Bci-genes has also no effect on the resistance against Bgh. Just the transient knock down of
Bci2 in BTH-treated barley leaves lead to higher susceptibility against Bgh.

cDNA-arrays are a good tool for expression analysis in barley, e.g. for the changes
concerning metabolic adaptation to the induced resistance, but they are not suitable for the
identification of genes that are causally related to resistance in barley. A mutant screen as it
is done in A. thaliana for many years would more appropriate. But the construction of

mutant libraries in barley is still on the way.
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8 Anhang

Tab. 8.1: Liste der verwendeten Oligonukleotide
Primer Sequenz (5’-3’) Hybridisierungs-
temperatur

5’GANO01A04 tac cta cgg cat ggg gta ac 60 °C
3’GANO001A04 gag caa gga ttg agc aat gg 60 °C
5’GANO001A10 ggc agg gtc aac gag ata tg 60 °C
3’GANO01A10 cca tac atc gca aaa cag ca 60 °C
5’GANO001K12 ttt tgg cta agg gtt gat gg 60 °C
3’GANO001K12new gta tgc cgc aga atc gga ag 60 °C
5’GAN001B19 hci6 | tga cat gaa gga gtt aca aag ca 60 °C
3’GAN001B19_hcié | Ctt cac cat cca cag gga tt 60 °C
5’GAN001B19_II cgt gca ggt ctt ttc ttc ct 60 °C
3’GAN001B19_II Cga aga tgc cga aca aca t 60 °C
5’GANO001E14 ggt tcc gct atc tca gtt gg 60 °C
3’GANO0O1E14 act gga gct gga gca aat gt 60 °C
5’GANO001L11 cgt ttt tgc cta agg gtt ga 60 °C
3’GANO001L11 gct tct ggg tct tct gca tc 60 °C
5’GAN002B02 agc aaa gga ggg agg aga ac 60 °C
3’GAN002B02 ctg tcg aga agg tgg gag tg 60 °C
5’GANO003A19 new | cat tgt ttg tca gaa cag cac a 60 °C
3°’GANO003A19 ttt tgt aca act caa cgg ata tca t 60 °C
5’GANO03E18 gct cag cag cct tac gtg tt 60 °C
3’GANOO3E18 tgt tcc aat ggg act gtg aa 60 °C
5’GANO003J15 gcc gtc acg gtt gta ggt ta 60 °C
3’GANO003J15 cgt gct ggc caa tat tac aa 60 °C
5°GANO003M18 cac aac cga aca cct gtc ct 60 °C
3’GANO03M18 gat ggt cga ggc aaa gaa ag 60 °C
5’GAN004K21 tgt acg atg gca att caa cac 60 °C
3’GANO004K21 cat cca ctg cta cgg atg aa 60 °C
5’HvD00195 cac tct ggc gga cta caa ca 60 °C
3’HvD00195 tgg aga caa gtt tag ggc tca 60 °C
5BCI2 att aag gcc aac cag cca ac 60 °C
3BCI2 aga aat cat gcc caa gaa gg 58 °C
BamBci2 gga tcc att aag gcc aac cag cca ac 52 °C
PaellBci2 gca tgc aga aat cat gcc caa gaa gg 52 °C
HVEDS5 5’ gtg cac tgt ttg ggg tga g 56 °C
HVEDS5_ 3’ gag atc (ct)ct tcc agc ca(ag) ta 56 °C
HVRBCs ccc tgt ctt acc ttc cac ca 56 °C
HvRBCas gcg tgc aaa gat gtt tct cat 56 °C
HvU-left ggg act gcc cgt tct ggt a 60 °C
HvU-right ggt ctt ccg aat ctt gac cg 60 °C
inv.BCI9 &' tgg aga tgc cct tac tgc gcg a 54 °C
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Hybridisierungs-

Primer Sequenz (5’-3%) temperatur
M13fw(-40) gtt ttc cca gtc acg ac 58,0 °C
M13rev aac agc tat gac cat ga 56,0 °C
5’BamRTNLB gga tcc gca cac ttc cac cac aca ca 54 °C
3’PstRTNLBnew ctg cag aca agc aac ttg cgg cag ta 51°C
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Tabelle 8.2: Expressionsdaten der Macroarray-Analysen
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Tabelle 8.3: Auftragsschema der Dotblots.

Die PCR-Produkte der angegebenen Gene wurden im Mikrotiterplattenformat mit Hilfe einer speziellen Apparatur auf
Nylonmembranen aufgebracht. Die Spalten 7-12 enthalten eine Wiederholung der hier aufgefiihrten Spalten 1-6

spot Replikat Mzgﬁct);#rfay spot Replikat Mzgﬁct);#rfay
A-01:1 A-07:1 GANO01A04 E-04:1 E-10:1 GANO003B09
A-02:1 A-08:1 GANOO1F12 E-05:1 E-11:1 GANO003L21
A-03:1 A-09:1 GANO001MO04 E-06:1 E-12:1 Hv0366GL
A-04:1 A-10:1 GANO002109 F-01:1 F-07:1 GANO001DOQ7
A-05:1 A-11:1 GANOO3E18 F-02:1 F-08:1 GANO001K12
A-06:1 A-12:1 GANO005K21 F-03:1 F-09:1 GANO002C11
B-01:1 B-07:1 GANO001A10 F-04:1 F-10:1 GANO003C03
B-02:1 B-08:1 GANO001F21 F-05:1 F-11:1 GANO003M18
B-03:1 B-09:1 GANOO01N20 F-06:1 F-12:1 Hv196rh
B-04:1 B-10:1 GANO001L09 G-01:1 G-07:1 GANO001D12
B-05:1 B-11:1 GANOO03F10 G-02:1 G-08:1 GANO001L11

B-06:1 B-12:1 GANO004K?2?2 G-03:1 G-09:1 GANOO2E03

C-01:1 C-07:1 GANO001A24 G-04:1 G-10:1 GANO003C04

C-02:1 C-08:1 GANO001G22 G-05:1 G-11:1 GANOO3N17

C-03:1 C-09:1 GANO001016 G-06:1 G-12:1 HvO005EX

C-04:1 C-10:1 GANO002M10 H-01:1 H-07:1 GANO0O1E14

C-05:1 C-11:1 GANO003G19 H-02:1 H-08:1 GANO001L21

C-06:1 C-12:1 GANO004K?24 H-03:1 H-09:1 GANO002G16

D-01:1 D-07:1 GANO001B19 H-04:1 H-10:1 GANOO03E17
D-02:1 D-08:1 GANO001H20 H-05:1 H-11:1 GANO0O04E10
D-03:1 D-09:1 GANO001PO3 H-06:1 H-12:1 Hv53MK
D-04:1 D-10:1 GANO003A19 A-01:2 A-02:2 HvD00126
D-05:1 D-11:1 GANO003J15 B-01:2 B-02:2 HvD00125
D-06:1 D-12:1 GAN004M17 C-01:2 C-02:2 HvD00122
E-01:1 E-07:1 GANO001B20 D-01:2 D-02:2 HvD00195
E-02:1 E-08:1 GANO001J09 E-01:2 E-02:2 Hv0456GL
E-03:1 E-09:1 GANO002B02 F-01:2 F-02:2 Hv0462GL
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1

2

3

4

5

6

GANO01A04

GANO0O01F12
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GANO002109
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Hv196rh
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GANOO1L11

GANO02E03

GANO003C04

GANOO3N17

HvO005EX

IO TMMOO >

GANOO1E14

HvD00126

GANO001L21

GANO002G16

GANOO3E17

GANOO4E10

Hv53MK

HvD00125

HvD00122

HvDO00195

Hv456GL

TMoO >

Tabelle 6.4: Sequenzen der differentiellen Klone der Macroarrays.

Hv462GL

Die Sequenzen der verschiedenen Klone wurden gegen die angegebenen Datenbanken geblastet. Angegben ist jeweils

das Gen mit der hochsten Homologie und der e-value. Klone mit Homologien zu mehreren Genen enthalten mehr als ein

Insert.

>GANO001A04"

KGGGGGtcAR TaTTTTACAC
CAGCRACTCA TCAAAACTCT
TCTAATCCGA AAGGRCCTCC
CCACTTCCGT GTCAACTATC
TATTGCSATC TTCTTCCGCA
TGGGCTCGGC AATGGCTTTC
GGTTAGGTTT GGTCAGTGTT

AGCACAGAAA ATATGTACAT
GCCGGCTGGT TAACATCTAC
TCCAGCTCAG GaTCATCTGG
TCCTCTTTCT CTTCGCTAGT
CTGGATCCGT CTAACTCTTC
CCTCCCTGGG TGCCATTGCT
TTA

TGAAAGGGGC
CTACGGCATG
tCTCACCAAT
GTCATCTTCT
GTTGGTATGA
CAATCCTTGC

AAATATCCAT
GGGtAACCTA
GCATCATCCT
TTCTCCGCGC
TTAGCAACTG
TCGCTTCGAG

>barley|BQ461808"
weakly similar to PIR|C86863|C868 N-acetylmuramoyl-L-alanine
amidase (EC 3.5.1.28) - Lactococcus lactis subsp. lactis

TIGR
2.6e-77

>GANO01A10*
KGTGGCGCAG tacAACTCGC CCTTCGAGTT CAGCGGCAGG GTCAACGAGA
CTTCGACACC ATGGGCGCGT CGTCTGASAT GTAACGTGCA AGCKaGCCGC
AATCAGTCAA CTCGTATATa AGAGTATCTT GTCCTTTAAG CTTATGTAAG
ATGGTAGCTT ATAAAAaACT TGAGCGAaAT AGTGTGCTGT TTTGCGATGT
GAGCaATAAA RaGTGCCTCT tTTTTTTAR

TATGGATGCt
TGGCTAGATC
CGGACGAATA
ATGGRCTTGA

>barley|TC124908
similar to GP|21592576|Gh|AAM64525.1||AY 086962
SOUL-like protein - Arabidopsis thaliana

TIGR
4.4e-53
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>GANO01A24*

GCTCKAtcDG cCGCTATCAA CGAGGcCcTT AGAATTGATT AATGGCAGTT
TGACAACAAA TCAATGATTT TtCATTCACC TCACTTCACC AAATTACAAT
CAGTACATGT CTAACACAAA AaAGATTATG GGACTTAAGA aTCACTTGAa
TCGTCACTGA aACGTGCAAT GACGTCAGCV ATGCTCTCTG TGGATAGGTC
CTTACCCTCA GGaCGACCTT TCCAGACTCT GCCA

AATGTACATG
GTGGGTTGCA
AGACGCAACT
TGTCTTGTCT

>gi|32128960|Gh|BT009409.1|
Triticum aestivum clone wim96.pk060.113

BlastN
4,0e-61

>gi[50943671|ref[XP_481363.1]

putative threonyl-tRNA synthetase [Oryza sativa (japonica cultivar-Group)]

BlastX
7,0e-04

>GANO001B19*

tATAAAKGaT
TaAcGaGCAT
ttTtTccaaT
TACATTGACA
GTCGTKcWCG
TTGCCGTCGC
CAcCCaGGGA
CACACATCTa
TGTaAaRVVV
TCGGCaTCTT
TACCACTTTG
GARCRGcCGC
GCGTtAMaAG

tTTTTTATTA
ACACCcWtcT
TTWATTACTC
TGAcGGCcGG
cAGCTGAKCA
AGCGGCCGCT
TGAYCCGTTG
AGTGTGCATC
TGCTYGTWTA
cGCGGTGGCC
TGTAATGTTA
CAGTGTGWTG
TGGDBCGRGY

ACCCATAaTa
CTTGTCATTG
AACACaTGCc
RCGATATGAG
CGTCGCKGTA
GWGGCAAKGG
WTYYATYGCT
TTTATcAAAa
TtATGAGWTG
CTAYaTKCRG
TTGGRAATGT
GrtaTYtGcR
YcGtACCcAGC

aTAtGACATG
ANCTTTTTAC
CAYRATTTTa
CKAGCKAGCG
ATCCCTGTGG
CGCACTCCKK
CCATACGTGc
aaATcTAAGC
GRGGGcGTaG
GTWTCTGTAC
acTTAAaacT
GAWTTcaGGS
tTGT

aaGGaGTtAc
TAKYACATAT
TTGGWTGGRT
AGCGTGGTGG
ATGGtGAAGG
YAACCATKcC
AGGTCTTTTC
GTGCATCCTT
ATTAGaATaA
AATACAGTGT
TTGAAGTTGT
cTGAaTTCaG

AAAGCATATA
aARTKGTGcW
GaYCCTCCAT
GGAAKCAGCT
aGTcGTAGMC
ACCCCTCATK
TTCCTcCWAA
GTGTAACTTG
TACATGTTGT
AACACACAAG
TACGAWCtGT
YacAYTGGcG

>0i[6900311]emb|AJ250662.1]HVU250662

Hordeum vulgare partial mRNA for putative protein (bci-6 gene)

BlastN
e-117

>barley|BE420578

TIGR
4.9e-56

>GANO001B20*

GGGAATECGA
TTCGAtGACA
CTTCATGCAG
ATGTATGCtC
AAAGGAGTAG
CTAGCAACCA
ACTGGCTTCA

TTAACACCAT
ATATCAACTT
GAaACCATCT
CACTGGGCAA
AAGGTGTAAC
GGTGGTTCCG
ATGCcTTCtG

TACTTGGTTG
CCATAAGACT
TGCATGTGAT
GTaCTTCGGG
TGGAGTKATT
TCGTAGCCTG
AaTCACTAGT

CGTAATACAA
ATTGCGGCGG
TEtTcCACGGC
GAAACTAAGC
ATGGTTGTcCT
GTGAAGCTTC
GAATTC

GAGCKGCACG
CAATTGTGGT
TTATAGATTC
CAACATATTT
GCaTGCtCAT
CaaAGCSATT

GGCATtACCG
CGGTGTTATC
CTCCGATCAG
GGCGTTAGTC
TGCTTTTaCT
TGASAAGCtA

barley|AJ465940

TIGR
1.3e-16

>GAN001D07_

TCAAATCAAT
TSTGGRTGGC
GCATGGRGCC
TTGGCCAGGC
CATATTTCTT
GTAGTTATTT
TCA

a*

CGCETCTETT
ATGGRGCCTA
TGGRAGTaAA
ATATTCGTCC
GTTCTCGTCC
GTTGGATTTC

GTATAGCATG
GAAGTGGCAT
CCGTGCTAAC
TTTTGGaGGT
TGTAAGALTT
TCTACAATTG

AATaAGGKCA
GGaGCCTGGa
TTAAAGTGAA
GAAACACTGG
GTTGGATTCc
TRAACAGTTT

AATGCETGAR
CGCTGCTCCT
ATTGTAGAGC
AGTECTGAAT
aATATTAATA
TAAATATCAC

TGTSTATKTG
AGTGAaACTG
TtAGTGCCCAT
TGCCCTCGTC
CACTATACAT
TTTTRAKGCC

barley|TC132046
weakly similar to UPJABCX_CYAPA (P48255) Probable ATP-dependent transporter ycf16,

partial (84%)

TIGR
4.7e-75
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>GAN001DO7_b*

CAGASAVGVC
CGASCTMGCT
GTTTATGTCT
TTGGGATGAC
GAKAAGAKAT
CA

GCVCGAGTMT
CAGCVGTCTG
AGETCTTTTT
ATAGTGCAGT
ACKAGKATAT

CAHCAAGHCA
ATtCGCYACCT
AAGCTTGAGC
ACGGGTTTAA
KCCATCcGTT

YCCTTATCCC
TTGARCTTAT
CCGCAAGTGA
TAAAGTTATG
CATATGGaTG

GGGtCCTTGG
GGRCGAGGAA
TCTAGTCTAG
GtAGCKATCT
TATGATGAAC

KCAAaADAAT
CACCACAGAa
AACCAGTCAT
TGTGCCGTTC
AcCACACGTc

>keine Homologie

>GAN001D12*

CAGGACARGG
GKGCTGGACC
TAGAATGCTG
TGCGTAGTGC
TACTCAACCT
TCTGAaAACT
CGGCCGCTAC
GCRACATACG
TGGATGGaTC

tGGATCACTT
AGAAGGETTT
GCCGTCtCGT
CACTAGACAG
ACTCGGTGTT
TGGAACTGCT
AGATCCTTAT
TAGGCACAGT
TG

CGCCGGARAG
GAGCaAGAKA
GCGKGGRTGC
TTCGGTTCCC
ACCTTGTGCT
ACCTTTCTAC
TTTCAAGATG
ACACGTGCTG

GCTCATACCG
CCGCGAGGGC
TGCTCGGTGT
CGATCCATAT
CCGCATGTAT
TGCCGCAGTT
GATTACATAC
GCCAATATTA

AGGCGTGCAA
CGGCGAAAAC
TTGTGGTTCC
GGGTAATGCC
TAGCTATTTG
GCTTGTAGAT
GTAGACCTAT
CAAACTTTGA

GCaCTACGAG
CAAGAAGACC
GTGATCCATG
ACCAGACAGT
TATATGCaAC
ACTTGCcCAG
AGTAGCGCAT
CAAATTaAAA

barley|TC147119

GB|AAPA47485.1/32331915|AY 164911 RTNLB20 {Hordeum vulgare;}, complete

barley|TC148309
weakly similar to (Q39986) Cysteine proteinase, partial (35%)

>GANO001E14*

TATCCGTGAS
TTTGTCTGCa
TGGACCTGGC
TTTCTGATAG
CTTGCAGTAA
tTGGCCGTAT
CCYTTATTTG
TGTATAGACT

ACAAAAATCA
AGTETTTATT
CATGGTTCCG
ATCcGAATGTc
CTGGCTGTAC
GTTATCTTGA
TACATTTGCT
GatGKtATTR

CAGCTTTCTG
GAACACTTGC
CtATCTCAGT
ATATKCACTG
AGGATGAGTG
AAATATTKCc
CCAGCTCCAG
AKSTTTACCA

AAGGRTCTGA
AGGAATTGGC
TGGGCCCATC
GTGTTGTTTA
AGTCCATGTG
AGAGCTCTAC
TTTGATGTAA

AGTCATATTC
TGTTCAGGGT
TCAGATCCTG
CTTGCaAGTT
GaATTAATTA
TGCCTGGRGG
GCcAGTtACC

ACCGACGATG
TAGCGACCTG
AAGATACGGC
TTATTGAACA
CATGTTATCC
AATGAGATCT
YCCYTATTTT

gi|51964251|ref|XM_506911.1|
PREDICTED Oryza sativa (japonica cultivar-group), 0J1365 _D05.6 mRNA

BlastN
le-44

>GANO001F12*

TGGGCGTGAA GGCAACCCTG GACGACTATG AGATGAAGGT CAGGTCCCGT
AGTTCAGTCC AGTGTACCCT CTCATGTGTC AGATTGGATC TGCATTATCA
TTGACATGTA TTCAGTTCAG CTGTGCAGCG TATATTTGTA TCACCATCCT
TTCTTGAGAG ATCACTTGAG CCCCCGACAT AGATTTTATA CTCATGGAAT
TTTCTTTTTT ATCACAAAAA TGTTGAAAGT ACAGAGCTTG TGTTTCTGGT
ATGTTCTGAA TTCTGATATG TTTGATCATT GTACATCGCT GA

GGAGACAAGG
CGGCTACACC
GTAGGCATTG
AGCATCAATG
AGCTATTGTC

>harley|TC91710
similar to SPJQ9UP83|COG5_HUMAN Conserved oligomeric golgi complex subunit 5
(13S golgi transport complex 90 kDa subunit) - Homo sapiens

TIGR

1.6e-51
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>GANO001F21*

TCTAGaTGCM
ACACCATCGA
AGCGCCTCAT
TCCAGAAGGa
TGAAGACCCT
ACGTCAAGGC
TTGCTGGCAA
CCACTCTTCA
GGGTGGCCCT
GGTTTCATGT

TGCtCSaSCc
CAACGTCAAG
CTTTGCTGGC
GTCCACCCTT
TACTGGCAAG
CAAGATCCAG
GCAGCTGGAG
CCTGGTGCTC
GTTGCTCATG
TTCATGGATC

GCCGCTGGCV
GCCAAGATCC
AAGCAGCTGG
CATCTTGTCC
AcCATCACTC
GACAAGGAGG
GATGGGCGCA
CGCCTCCGAG
CGAAGTGTCA
ATCGAGTCCC

AGACCRKCAC
AGGACAAGGA
AGGATGGCCG
TGCGTCTCCG
TGGAGGTTGA
GCATTCCCCC
CCCTTGCCGA
GTGGTCAGTG
GTCTCGTTTG
AGTGAGATGT

TCTGGRGGET
GGGCATCCCC
TACTCTTGCT
AGGAGGTATG
GAGCTCAGAC
GGACCAGCAG
CTACAACATC
ATTGCcCTGG
TGTCAAGTTC
GTTGGTTTCG

GAGAGCtCAG
CCGGACCAGC
GATTACAACA
CAGATCTTTG
ACTATTGACA
CGTCTTATCT
CAGAAGGAAT
GTACTCTGGT
TACAGTGTCT
TTA

>gi|6013290|Gh|AF184280.1|AF184280
Oryza sativa polyubiquitin (RUBQ2) Gene

BlastN
e-150

>GAN001G22*

TGGCAGAKtLG
AtGGATAAAL
GCtCATATTT
CCGGCCTTGT
AATTAAACTG
TGATATGAGG
AGCAGCGGAT
GGTGACATCC
AAATGGACTG
TTGGTTTTTT
TTGGCAGTAT
TCGTCGGKGT
CCTGATTKTG

GtGACACTAA
AAACTTTCCA
TGTGATCTCA
GGCTAATGCC
TAAGATGGGG
tTTCCTGAGC
CTAGTGAAGT
GATGCAGTTG
ATTTCAGAAT
GGCAAATTAC
GATGATGTAT
GTGTCTATTT
ATTGAtAGGG

TTTCTGGaCT
TGTGTACATT
TGATtAGTCTA
GCATGACCTT
GATACAAGAt
GGCCGCTGCG
TCATWGAAGC
CTGTGTTGGA
TGGGGAGGTA
CACATATGCa
TTTTGGTGGc
GCtAGCTAGC
TGTGCTCTCG

GAVACATAAT
CGTTCGTcGA
GGTGGGACAG
AATCTGGGAT
GTATATETGT
GGGTATAAAC
tGTCTCCGAG
CCAGTTTGGT
GTAATATATA
TGGaAGGaCA
AATTGGaTGG
AGATTATGTA
ACTTKTTTGK

AGCTCAAAAa
ACTAGTAGGc
GGGGGTAAAT
GTAAATGTGA
cCTGGGGGTA
CAAAAATCTG
GACAAGGaCA
TTCATGGCCG
TGAGGRACTG
ACAACTCGAT
ACAGCcAAAC
TGATTAACCG
aAS

ATCATCAGAG
ACAAACAACT
ATGTAGATTT
GGKGTAGGTA
TATCGGTATA
GGTTGAAGGT
GGGGTGCAGA
AGTCATGGAA
GaTCTGCTTC
GTGTGTGGCA
TGAACTCCAG
AtCCTGAATT

>barley|AV836036
similar to GP|23954312|emb Importin beta-like protein - Oryza sativa (indica cultivar-Group)

TIGR
3.4e-83

>GANO001H20*

ACAAAVGCTA
CAACACGCCC
CTTTAAATCT
AGCaCGTGCA
ATCTTGAAAA
ATTGTGTACG
TTGTAATACA
AAAAATCCGA
CCCatTTcAC

CATACTAATG
AGTCTTTCCT
AGAATTCCAG
CTGTGCCTAC
TaAGGRTCTG
CACCTATCCT
AAGCGGGAGG
ACCGCTAGTT
AATAGTATCT

AAGAGGGGAG
CTTATGAaAG
ATCCATCCAT
GTATGTKGCA
TAGCGGCCGC
CAAATGAAAT
RACCCTTTTT
TTTCAATTGG
cCCTCTATGT

CaAAGCATTC
GtGGTAGATC
TTTAATTTGT
TGCGCTACTA
TCGCAGAATG
GTGTGACATC
TGGTAAATGT
CATGCTTTTA
cCCGS

ATCAGGGCAG
GACTGATTAA
CAAAGTTTGT
TAGGTCTACG
AGTGCaATAC
CTGTATCGAT
GTGGTATCCT
TGTGTGGtAT

TGTGGCATTG
AGCTCACTTG
RATAETGGCC
TATGTRATCC
TTCATATCTC
GTTGCTTGCT
ACTATCCAGT
AATTCAACCT

>barley|TC148309
weakly similar to (Q39986) cysteine proteinase, partial (35%)

TIGR
e-135

>GANO001J09*

atCAATKGAT
CAGNTGGACA
GGCGGTTAAa
TGCCAGCSTG
TADTGAVTGA
TTCBTGGGGG
AATGAATCAA

TGGttKTGCa
ATGtCCACMT
RCAAaaAGGG
AAGAaTGGCC
CAATGGTCCC
GAGGAHTGGt
tACATTCCCC

TcAGAGGCAA
GtTTGAaTGC
CGGASVTTTT
AARTVTGGTC
CTGCaGTTTG
GAAAATGGAG
AAAGC

AASTCtcGGG
MTGCAACATT
GTTTGAAGCt
ATtcTTGCGT
AcGAaTaCMT
CAAaAGAMTG

GYGAGGGGCA
CaYTKCAAAG
CCAGETTYAG
GCAGGCGACA
TGGGAAGAAG
AAGACCTGKG

AAGGCGccTa
AACTaAGCGA
GGAGCAAGAa
AGGCACcTaa
GtCcGTTCST
TtGGtCAAAC

barley|TC139685
homologue to GBJAAQ72678.1|29368238|AY 224558 gamma hydroxybutyrate dehydrogenase-
like protein {Oryza sativa (japonica cultivar-group), complete

TIGR
1.3e-17
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>GANO001K12*

GASGTCTTCT GGGTCTTTCT GCATCACGAC GGGCAGCTTG CGGGCAACGA GATTTGGGTC
TGCGTATGCc GCAGAATCGG AAGGATACCC TTCCGCAGCC AAGGCAGCAA ATGTEGCTTC
CCTCCAGCAG AGTTCACGCA GCACCACCGG CTTTGCETCC TCCTTACTTC CAAAAGAACA
ATATAAACGG GTATCCCTCA ATCTCATCAG TGCACCATCA ACCCTTAGCC AAAAAATCCC
GCGGCC

TIGR

barley|TC140478 7.8e-46

>GANO001L11*

TGCcAaCTGG WKGGKTTCtG CKCTTGcGTt TTTGGCTAAG GGTTGATGGt GCACGTGATG
aGATLTGAGGG AtAcCCGTET ATALTKTTCT TTTGGAaGTA AGGDGGAAGC aAAGCcGGtG
GtGCTAGTCG TGCAACtCTG GCTGTGAGGG ARGCAACATT TGCTGACCAG TGGCTGCGeG
aAGMGGTATC CtEtTCCGATTC TGCGGCATAC GcatACCCAR GTcTCGTTGe YCGCAAGCTG
CCGcGTcGTG ATGCAGAAGA CCCAGAAGCT CaAGATACCC ASTtAASCAA TCaGGGTACC
TCTACCGtGT GTtCGtGaGG GtGGGRcCGG GGGGGCaaClY CTKTTTKCAT GTSTTGTAGA
TCTGCTTATC TTGAAGCCCT TGCBACTKWC AAGTAATGKT AGGCCATTKT AGCCTGGGCT
TGTGAACTTK ACATATCAGT TTCAGCAATC ATCATGCATG AcCTGAaTAAG ATGCTCACAG
GCTAAARTa

TIGR

barley|TC140478 1.5e-63

>GANO001L21*

TCCACGGGTR AGCKCGGGGA TAAACCGGTG GGCTTATGCA TTGTaCCGTG CTGGCCCGTC
ACGATAACTT TGGGGACtCG CATACCAaAT CCGCGCCTCA GTTTCTCGAC GGTTGGTGCA
AGCEtTGCCAA GGCCATAAAG CTCTTCGCCA GAKGCTTCAT CTGTaACTTT CCCAGAATTT
TCAACTATGT aAGAKCTTTC AGGGGAATCA GAGAGTCCTC GGGATACAAG TaAATCCAAA
TCCTTCTGGA GGAGTTCTCT TCCGTTAATA TATATGCcAG TGTTTCCACC ACCACAACTC
TTGGGCATAG GGTAATTAAA CTCTGGAATA TAAGGaGGtA TCATGCCAAG GCAGGGCTGA
CCGACAACAC CCCAGAACCC AGCACGGTAG TCATACCAG

0i|32985875|dbj|AK100666.1| BlastN
Oryza sativa (japonica cultivar-Group) cDNA clone:J023112F17, full insert sequence e-102

>GANO001MO4*

TGACCAACAG CGACCTGGTG AtCATAGGCR AGCCCACCAA CGACGTGAAG GAGGAGTACG
ACGCGGAGGT GGAAGAGGAC GACGTCGACA ACGTTGACGA ATCCGACGGG GACGATTTCG
ACCAAGAAAC CGGCTGAGCC GTCCGGCTCC CCCAGGCTCC AGTCCCAATA CGTTGGCCTT
TCTGCAAAGC AATCTGTACG CTTGTTGCAG CCCGAGATCC CCAATTATCT CTAGTTGTTA
CTAGATCAAT TTGTGCaAGC KATCATACTT TACTTTGCTA CATGGTGTTT CGACGATTCG
GGGGGTTTAC CTACCCTTGG ATTAGCTCGT TAATGCTGTC AGGTATTTaT CGAAACACCG
ATATGAATCA TTTCTCTATG TGAGCGGGCG C

barley|TC149074 TIGR
weakly similar to vitellogenin {Gallus gallus}, partial (14%) 6.8e-81
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>GANO01IN20*
TGTGGACGCS
ACTGTGGGGC
TCAGCTGACC
ATGTTAGCCG
TCATTTGTAT
GTGCATGACG
GTcGCSAMCT
CGTAAECETT
tGATGCTTcC
TCTCCtCAGA
GGCTTCTCTC

AGCGATTTTC
GGTCAACTAT
GTTGGKTTGT
CCTTGCGTTT
GCtGCtATAC
ATcGACGAGC
GATCTGCcCT
TKATGATGAC
TGTAGGAGGG
TGCSACCTTC
GGCTTGCTTT

AGAGCGGAAT
TCTACTACAG
AGGGaGCGTG
CGGGTTTGGA
TAGTACTATA
GGSCGCTCAA
CTGCAaCcGG
GAtCCYGGTG
aAGCATGCTT
TCCTGTATCC
T

AGTCCGGCCC
CAGAAGGTCG
CTGTATGAGA
CACGTCACGT
AGCGGtCAAC
CAACALGTCG
GGGtGGCGGR
TGTGAACTGT
GCTtTCcTAAAL
TCTGTaCCCC

TGGCGCTTGC
ACTGGtCAGA
CTGCTGGCCC
GTGGGTTAAG
TTaCTCTTaG
TGTGGGCAAM
GGRARCTGCa
GATACTGTGT
CCCtCATGTA
aCGCtGCCAG

tCCTCACGAa
tCGGaTTTCT
GGtGCTCTTC
TGCAACACAT
AAGCATCCTC
GTGTacGGGG
GCTGCGACCG
CAARAARTTA
CTGTATATAt
CGGGCGCTGS

barley|TC149745
weakly similar to UPJQICAZ0 (QICAZ0) F22013.19, partial (16%)

TIGR
4.0e-68

0i|2565304|Gb|AF024589.1|
X Tritordeum sp. glycine decarboxylase P subunit mRNA, complete cds

BlastN
5e-45

>GAN001016*

RGGScCtccK GCtGCCCAAR GEtGCTCCACT ACTATGCCAA
CTCAGGAGAA GGATCGACAA GTGCGTGGaG TGGCTGCCCT
GTTGTACATA GGGaTCTGGC CGAGTAGGCA GGACAGGCAC
GGGTTTTGTT CTTACGGTGT AAGTAGTTAC CGGGTTTTAG
GGTGTGTAAG TGTGTGAATA CAGCTGAACT GTGCATTGGG

TGGTGG

GGaCGCAGCT
ACAAGTCCAA
CGGTTTACGG
ATAAACCTAA
TTGGTTTTGG

CCAGCACAGG
CTTCAGATAT
CTTTGGTTTT
CCCATGGEGT
TCAGAGGGGC

barley|TC142994
similar to (Q7EZ88) Ternary complex factor-like, partial (18%)

TIGR
1.7e-62

>GANO001P0O3*
TGAAACAAAA
GGRTTGTCTG
ACTTCTAAGC
TGCCTATGGC
TTCTAGACTG
CEtTCTCTACC
GAGCTGCCTG

AAGCTTAGTT
GKATATTCTT
KCAGGKAGGt
AATAAGCAGC
CAGATGCaAG
ATCTCCCGTA
TAGTCGCCGA

ACAAACCCAA
CTAAACTTAA
ACAAACTCGG
AATATAAACE
AKCTCTGCAC
GTATTGCTGC
GCAGACATTT

ATTTGAAATT
CTAATAACTT
TCGAGGaAGG
GGATGARACA
TCGCAGAAGC
TCGGTTCTCG
CTGGECCTCA

GTACTGGCCA
AACTAGGTGC
CGAGAGASGC
TAACAGCGAC
TCTCTGCATT
GCACCACGCA
TAGACAGCTT

GTETACACAA
AACTTCTGGK
ACAACATAGA
GCGGTGCTTG
GCGCCTCCAG
GTTTGAGTtC
TTTGATCCT

dbj|BAD08716.1]
unknown protein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]

BlastX
2e-009

>GANO002B02

AGAGCAAAGG AGGGAGGAGA ACATAGCAGG TTTGGAACCG
GCAACAAAAT GAAGCTTAGC CTCATACGTC CACCGAGCTC
TGCAACGACT CCAGGAAGCT GCTTTCCTTC CAACAACTCC
TGAGATGTGG CTCATAACAT CAGCCACTCC CACCTTCTCG

GCCTCCAG

TACATGAAAG
GTCACGACAC
AAGCTAGCGC
ACAGCCGCGA

GAATTAAGAT
CTTCATCAAG
CACCACCAGT
CGGAGTCTCC

0i|21832|emb|X15233.1| TAPGKCHL
Wheat mRNA for chloroplast phosphoglycerate kinase (EC 2.7.2.3)

BlastX
e-102
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>GANO002C11
TATACATTCA
GGCCGAGATT
GATGTACCAA
GTTTTGCATG
TGTCCATGTC
TAGCGAGCGC
TACTCTTATT
CTTATAAGGG
TATTTCCGTT
ATCAATGCAG
AGGCGAGGAG
GGCCCGGGAA

AAACTCTTCG
TAGACAGTGT
TCCCTACTTG
CGCCCACAGC
TTCGGCCCCG
CAGCTCCATG
TGAACTTCCT
AGGGGCTTTC
GATGTTATGA
AGAACGATGG
GGACTGTACG
GAGGANGATC

ACAAAGAAAC
ATTCAATCAT
CATTGCCAAC
TTGGACTTCC
ACGCCAGAGG
TTGGCCATCC
TACAATCATC
AGCCGCAGTC
ACCATCCTCT
TTCTCCGGTT
TCTCTCTTCT
GTCGGGAAGC

AAATGTGTAC
GCAAGGCCCG
AAACAAATCA
TTCTCACCGT
GCAGCTCCCA
CGAGCGACAT
TAGCTACAAC
TCTGCCTCCC
CTTGCTACCA
GTCTGACCAC
CGGACGGGTA
TCTGTAGCTG

ATAATACATA
CCAGACCAAT
TTTCGCACAT
AATACCGAAG
GTCGAAGTGG
GCCTGGGAGC
TGCATACATA
CACACTCCTC
CTGTATAATG
TCATCTGAGG
CTTGATGGGC
CAGCTCCGCC

TACAACTGCC
GTATTGGCCA
GGGACGTGGG
GTCTCCGTCA
AAAAGGAGGC
GGCCGCTTAG
TCCCCACCTC
TTGTCTCCAA
ATGCCTAGAC
GTGTTCACGA
TTCACGGTGC
TGCGA

barley|TC147272
similar to UP|Q6V3B0 (Q6V3B0) Adenosine 5' phosphosulfate reductase, partial (76%)

TIGR
6.1e-75

barley|TC136381

TIGR
2.3e-34

>GANO002EOQ3

TCAGCCTTCT CGCCCAGGTG CTCCGCCGCG CGCTCGCCCG
ACTAAAAAGA GAGAGGGAAG AAACTACTGC ACCTTGACCT
GTACGCGGGG TAGAAAGGGA CACGCAAAGT CTACCCCGTA
TACCGCATCG ATTTTACCGG CCTCAAAAGA CTGGGAAGAA
TAGCACGTAT GAGCACTCGA AATATTTCTC GAGGCGTACG

AA

GTTCTAGCAG
GCACGTAGAG
GTATTTCTTT
AATGGCAGGA
AGTACTCAGT

TAGAAAATAC
TACGTTGGTG
TCTGTATTTT
GTCTGTCCTG
TTTCATCTCC

barley|TC147520
weakly similar to (Q8K557) Onecut 3, partial (7%)

TIGR
1.3e-62

>GAN002G16
TAGGGTTAGC
TACTTCAAGA
GTGTCAAACG
TACTGCAACC
ATCGGGGTCG
AGCCCGACCG
ACGTACGTCA
CGTGGATACT
GCAGCAGTGA
AACCATTGCA
GAGTATTACA
CTGGACACTG
TGGGAGCTCG
GGAAAAATTT
CT

GGGTCATCCA
GGATCATGGA
TCTTCAGAAA
ACCCTCTGTA
TGTGCCAGAT
GCAGCGGCCG
ACCTAATACA
ATATACGTAC
AGTGTGTAAC
GGTGGTGCTA
GATGCACAGC
AAAAATCAGA
ATACTTTTGA
CGAGAGGAGT

CCCCGTCCAG
GACCTTCTTC
CTGTGCCTAC
CACCCCCGTG
CGCAAACTTC
CTACCCCATC
GTAATAAATA
ACGTCGATAT
CAGATCAATG
TGCCGTCTAG
GTTGAGACTT
GAAAGAGAAA
TTCTCATTAC
CACTTGACAG

ACCTACGCCA
GTCCACCGCT
TACTGGACCT
AGTGACCTGC
TACTGCCACA
CGGTTCCAGT
AGCTGCGTAT
ATCGCCCTAA
CATGTCATAA
CGGCCGCTGG
CCTTTGCAGG
AGAAGAAAAG
ANAGAATCGA
GGNCATGCCG

TGTACTACTT
TCAGCCACGC
TTGGAGCCTA
AGATGAAGAT
TCCTGCTGAG
AGCGTCGTCC
AATGCAGGAG
ATAAGATGCA
CACGATTCAT
CAAACGATAG
AAGCCTATTA
AAGAAAAAGG
TCATCCGTGA
CTGTGGGGGG

CTGTTTCCAC
GACTTCCCCC
CATTGCCTAC
TGGGTTCGGC
GAACCTCAGG
GTGCATGCGT
TGAAGGGTAA
TGGACGTATT
GCAAGAGTGC
TAGTATATAC
TAATCCGTGT
GAGAAGGTGT
CGACGGCTGG
CGTTCACTTT

barley|TC139592
similar to UP|Q9M2U2 (Q9M2U2) Glycoprotein-like (Synaptic Glycoprotein SC2-like protein),

complete

TIGR
2.9e-68

barley|TC130915
UP]065189 (065189) Glucan endo-1,3-beta-Glucosidase isoenzyme |, complete

TIGR
9.0e-53

barley|BE420815
homologue to GP|22240/emb|C GADPH (Zea mays), partial (30%)

TIGR
3.2e-39
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>GANO002109

TAGCGGTANG
TAGTTACTAC
CTGTCACGGT
CAGGTGCGCT
GGCTTACAGT
AGCACAATTA
CTTCTGCTCT
TAAAATAATA
ATAAAAGTCA

GGATTCAGTA
TGCTGTAGAA
AATTGGAGGA
GCTTGACTTG
TTGCCGTGTG
CCCTGAACTA
TAGTGCTAGC
CCCcceaeec
TGTTGATTCA

AATGCGAAAA
GCTGGATTCG
GTCGTCGGTT
ATTTTTAGTT
GCCCCTATGC
AAAACCGATC
TACTACTGTC
CTGTCGGGAA
AGCGGCCGC

CTCCAGTAGT
TAGCACTAGA
TTGGAATTGT
GTGGAACTAG
CTCATGGTCT
ATGCTACTAC
GTGAGTATGT
ACTATTGTAT

TAACCTTGAG
CATCGAAATT
TGCGCTCATT
CAAGGTGGAG
CGAACTCGCT
TATGATCTTT
AAGTGCCTAG
TCATGATGCC

GTGGGAGAAA
GCTTCCGCGG
GGGATAGCTG
ATAACAGACG
CGTCTAGTTA
GCTATGCTAT
TGTGCACTCC
ATGATGAGGA

0i|929670/emb|X82937.1|HVRNAJIP
H.vulgare mRNA for jasmonate induced protein

BlastN
0.0

>GANO002L09

TAACATATTC TTTTGCACAA AATTCTCATA
CATGACAACA TATTCGTGGT GAGCACAATC
TTGGTGGCGA ATGACCAAGC ATTGTTGTTG
TCAAGAGGGC CCTTGCCTGT GACGATAGCT
GCCAGACGTC CATTCTTGAT CTCTTTCACC

A

ATTTACAACA
TCAACTACAC
ACAGGGTCAA
TGCGCAAAGA
TTGAGTTCGG

TGGTCGTGCA
CTTATTTGCT
CAATGTGGTC
AGCCAAACAT
CAAATGCCTC

ACTCAAACCA
GGGGACAAAG
AGCGAGGTTC
TGAGAACATG
AGGGTCGTCC

0i|1657858|Gh|U73218.1|TAU73218
Triticum aestivum chlorophyll a/b-binding protein WCAB precursor (Wcab) mRNA, complete

cds

BlastN
2e-62

>GAN002M10

TGGGGGCGGC TTCAACTTCC AGAACCCAAA CGCGACGAAG
GTTTGCGACC AGCAAGGAAA TGCAGAGCAC AGCAACTGCC
TATAGTGCCA GGGTGTGATA TTACCATGCA TCTTTGGTTG
CGGATGGACA ATACCACAGG TTCACAGATA TACTCAGAAT
ACAGTTCAGT TCAGTGTGTA TCAAGATTCC AGTGGGACTT
AGTAGAATTT TAAAGATAAT CGCGTGAAGA TA

ACGTGCGGGT
TGCAACGACT
CTCATGCATC
GAATGGCTAC
GTAAGTTGTA

GCGGCAAGTC
GAACTAGAAA
CGAAAATGGT
AGTTTGTAAT
ACTGCTCAGT

0i|15218553|ref[NP_172520.1]
hesB-like domain-containing protein [Arabidopsis thaliana]

BlastX
5e-05

>GANO003A19

TGGAGGCTCC CTCATTGTTT GTCAGAaCAG CACAGAAGAa
GGAAAAAGAT TGTAGGAAGA TTTGTGTCTA GGTGTTGGAA
TATAGTACTG GGGTAAAGTA TAGCACGCAT GCcCTGCATG
AGAGTGTATT TCCAAGGTGA AAACGGGTGT cATGTAAAAG
ACAAaATAAT ACTATTCAAA TCTATAAGGt ATATaTtGTa

GGATTCTAGG
GGCTTTGATA
ATGGGCGTTG
TATGATATCC

ATGCTGCAAA
CTGTCAATAA
GCATCAGTTT
GTTGAGTTGT

0i|26518369|GbjAY162186.1]
Triticum monococcum extracellular invertase (exinl) mRNA, complete cds

BlastN
1le-29

>GANO003B09
TGCAATCTTT
ACAACTCAAC
GAACATTACA
CGGTAACTTT
CAGTTGGTTT
TCGAAGTTGC

ATGTTTTACT TCCACAGGCA GAAATCATCG TTTCTGCTAC
TTCCCTGCTG AGAGCAAGGC ACGCATGGCA TGACAGCGCT
AAGTGGTGGC AACGTGCAGA CCTAACAATC TATATCACCC
GTAAGCCCAT TACTTCCTAG GGTTCTTTTC CCCTTCCCGT
CATATACAGC CAGGCCTTGT AGTTCCGGAC CTTCCAAGCG
TGAGAGGAAT GTGCTCAAAC AGTCCA

ACAACATACA
ATGTAGGAAG
CATCCATCTC
AGCCGTTTAG
TGGGTTCCTC

barley|TC146344
homologue to (Q84JK7) Leucine-rich repeat protein, partial (94%)

TIGR
5.0e-70

>GANO003C03

TGCCAATGCT GGCCAGAAGG GTGCGCTGGG AGGATCTGGT CTCAAGAAGA
ATGAGTCTGC CTGCCCATTC GTAATGCCCA GAAAATGATA ATCTATCTAT
GTGTCGCGCT TCACTATCTG TGGTTGA

GTGGGAAGAA
CTACCTATCT

barley|AW982800

TIGR
9.1e-28
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>GANO003C04

TAAACTGTAC ATGCATCGAA ACATATAAGG CCGTCCAGGG TATAACAAGG
CAGCTAGCAG ATTACCAAGT CCCAAACTGG TGCCAACTTT CTCCCATGAT
AGAAACATAA CAGGGTCCAT ACCAAGAAAA GAAAAAAGGT TTCCATTCGA
GTAGTTTATG GTTTATGCAG CAAAAGCACA TATCCTTCAC CAGCCCCCAC
CCACCCACCT CCGGCATCCG GTGCTGGGAC GGCCTTCTTG GCA

CCAGCGGCAG
AACAGTAAGC
TAGTTCTACG
CGCCAGACCC

barley|TC133300
weakly similar to UP|Q8YQB7 (Q8YQB7) All3916 protein, partial (13%)

TIGR
1.7e-42

>GANO003E17
TGAAAAAGAA
GAAGACCACA
CACCCATCAC
ACAAGCACTA
CAACGTACGT
TCGAAGTTGT

AGAACTTGCT CTGAGGCTGT TATTATCTTA CCATAGTCGG
CCACCCACAC GAGAGAATTT ACACATGGGC GCACACAAAG
TCGCTAGCAT GCGGCGAGCA AAGAGCAAAC TGAGGTAACA
GTATAGTAGT ACTACTAAGC TTAGGAGAAA CTACATGCAG
ACGCAGGATT TAGATAACCA AAAGAGCAGC AAACATGGCG
CGATCGAGCA CCCCCGTCTT CCTCT

TTAAACATTA
TACACACATA
AAAGAAAGTT
CCTCGGACAG
TCGTCCCAGA

>barley|BE422365 similar to PIR|B84750 probable auxin-regulated protein [imported] -
Arabidopsis thaliana

TIGR
3.7e-70

>GANOO3E18
TGGCACACGG
GTTCACCCAA
TCTGAGCACC
GGCTTCGATG
CTTTAAGGAA
TCACAGTCCC

CATCAAAACA
CACTGTCCTA
ATGTTGAGAA
GATTAAaAAT
AACATCTATC
ATTGGaACAC

CGAGCCCTGG
CAAATACTAT
ACATTCCCAA
TTCTGCCCTA
TAGATCTTAC
TGGCTGGTGG

GCTGGTCGGC
AATTCTGAAC
GGCTATTCTT
AGAGCTGAGG
CAGTAGAGGG
a

TCTGCTCAGC
ACTAAAGACG
CCCTGCACAT
CAGTGCCAGA
CGTTGCTAAT

AGCCTTACGT
TTGGGAAGTA
TGGCGAGGaG
GCTACATTCT
TCATCACATT

keine Homologie

>GANO03F10
TAGACGATCA
CTAGTAGCTT
TATGAACCTC
AAAACCTTCG
AAATGGACGA
ATGAGAGGGT

GCTCGTCGAA
AATTATTATT
TGTGCAATGG
GCTCCTCTTA
ACGCGCGTCC
ATCGC

CCGGGACTGA
TCTCGTCGGG
AACTATTCGC
AGTGGTCGGT
GTGTAACGAA

GCTATCTATC
CATTATCGCA
TTGGTTGTCA
GGTCGAGCAG
CGTGCTTTGG

CTCCCGACGG
CCCTTTGTTT
ACTGATGATG
TTTCTGTCAG
TTTTGTATGA

ACAAATGCTG
AATCCATGTT
ATTATATTAA
CTCAGCTGCA
CGAGTGATGG

0i[3153150]emb|AJ006296.1|HVU6296
Hordeum vulgare partial mRNA for chlorophyll a/b-binding protein

BlastN
4e-67

barley|TC146886
similar to UP|Q75KQ4 (Q75KQ4) Expressed protein, partial (92%)

TIGR
9.8e-36

>GANO003G19
TGCAGATTAA
AGTTCAAGTG
TGATGTATGT
AGTCATCGTC
TAGTGGAAAC
TTTCAGGCAA
CTGGCTAGGA
GTGGGCATAG
CTAATATTAG
GAGCTGGATC
ACCCTACATC
TCGTCAACCG

AGTCCCGTTC
CGGGTCCAAC
CAGTCAGGCT
TCTGTAATTT
CTGCATATAT
TCCCCGAGCG
GGATCCGTGG
CTCCGTGTGT
TCGTCTGTAG
ATTTGCTCCG
TTATGTTCCA
CCCGCCATGT

ATCACCGACG
GTCTTCTGGA
GTACCTAGAT
TATCATCAAG
CCTGTCACAT
GCCGCTCAAG
CGAGAGGGCT
CTGCTTTTGC
TAATATGTCA
TGGCCGTCCT
GGATTAGTGA
GTGGATTT

ACCTCGAGAT
AATGGTGAAG
GTCCAAACTG
TGGAATCCTG
CCAGCACGCA
CGTGTGACCA
TAAGCTGCTT
TGCTGAACAC
GTACTATATT
GAAGCATCCA
TTGTGTGAAC

CGAGTGCGAG
CTGGTCGATA
CACAAGTGTT
TTTTTCACCT
AACATTCATT
TCATGCCCAA
TGCCTGTGGG
TTATCATGTG
CTGTGTCGTA
CATGGCGGGT
TGTTATTATG

GGGAAGGAGA
TGGCGAGTGC
TCGGCTGCGA
GTAATTGCAC
AGTTAGGATC
GGACATTCAG
AATGGCTCTG
TCGCGAACTA
CTATGTTCTA
TCTTATCTGA
TGCCTGTGTC

0i|19094|emb|X66428.1|HVPSANMR
H.vulgare mRNA PsaN for photosystem | subunit N

BlastN
e-137

barley|TC131238
UP|Q6LB28 (Q6LB28) Histone H3 variant H3.3, complete

TIGR
1.2e-68
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>GANO003J15
TGCCATTTAG
AACAAAATGG
AGAACTCGTG
AGCATTCATC
GTAGATCGAC
AATTTGTCAA
GCTACTATAG

TACAACTAAA
GGCTGACTCA
GGGGACAACA
AGGGCAGTGT
TGATTAAAGC
AGTTTGTAAT
GTCTACGTAT

CTGAACCATG
GTACATGCGT
TGGGGCGACA
GGCATTGCAA
TCACTTGCTT
ATTGGCCAGC
GTAATCCATC

CCGTCACCGT
CCGCCCCTGG
AAGGCTACAT
CACGCCCAGT
TAAATCTAGA
ACGTGCACTG
TTGAAAATAA

TGTAGGTTAT
AGCCAAGTAT
ACTAATGAAG
CTTTCCTCTT
ATTCCAGATC
TGCCTACGTA
GGATCTGTAC

GGGCAACAAC
TGGATCGTGA
AGGGGAACAA
ATGAAAGGTG
CATCCATTTT
TGTTGCATGC
GA

0i|7489849|pir|[T10518
fruit bromelain (EC 3.4.22.33) FB1035 precursor, pineapple (fragment)

BlastX
2e-17

>GANO003L21
TCTACTTGGC
GCTCTCTTTT
TTGAGACGGA
CGTATAGTAA
GCCCAACACC
TGGGGTTAAA
TCGCCGAGCA
GGAGGCAAGA
ATGAATAGAT
CTCACTGTAT
CTGACAAATA

ACAAAAAATC
CTCTAAGATT
GTAGTAGATT
TACTGAACTG
AACTAGCTTT
AGATTGCCAG
CCTCAATGAC
GTCGATCTAC
ATAGCATAAC
GCTTTCTACG
TATTTACAAA

TGCTAAAAAT
TCCCTCCATC
TTAGAAGAAC
AAATGTTTAA
AATGACGTGC
ATAACGGTCA
CCCCTACAAA
TTGCTTATAG
TATGTGTTTT
AGAGAGAAAC
AATACTAAAT

TACCAAGATT
AAGTAACGTA
CGAGGGAGTT
GACGCAGTTC
AAATTTGATC
GTAGCTTACT
ATATGGACCT
ATGTGATGCC
TCAATCAATT
CTCAAGCGAA
ACCTTGTTGC

CATACAACAA
ATAACTTAAA
TCGAGTAGTT
GATAATCACA
GCCGGCCAAA
GCGATTTTTG
CGAAGCTTCG
TATATGTAAT
GCCCAACAAT
AGCTATGGGC
CTTA

CGAACGGACA
CTTCCCCGAG
ATACGTCAGT
TCTTTTCAGA
CGAATCCAGA
CAGCGGCCGC
CAGGAAGACC
GATGATTGCC
AATTTGTTTA
CCCGGGTCTA

keine Homolgie

>GANO003M18

TACCATTTAT
ATAAGAATGT
AATATGTATA
ATGAAAGAAA
TGCGAAGAAG
TTGCCGGTGG
TTTGCCTCGA

CGACTGCTTA
TGCTTGTCAA
TACAGAAACG
CAAGGAAGCA
GAGCGTTTTT
CGCGGTACTT
CCATCGCTC

AATGTCAAGA
GCATGAAAGA
GCAGACTTTA
AGCAACCACT
ACTTTAGGCC
GGCGGCCATC

GTAATAACAA
TGTACACAAC
CACACAAGGC
GATAAACACT
CCAAAGCATC
TCCTCGGCCT

ATGTGACTTC
CGAACACCTG
ACACTACACA
TCATTCACTC
CCATGACTTT
TGAGGAGTTC

TTAACTACAC
TCCTGGGAGC
ACTTGGACGG
TTGCTCCATT
CTTGGGAGAG
CTCCCCTTTC

barley|TC139806
similar to UPJREMO_SOLTU (P93788) Remorin (pp34), partial (77%)

TIGR
9.0e-80

>GANO0O3N17
TGGCATGGTG
ATGAACGGAA
GCAGTGGTAG
TGTAGCCGTG
TTGCAACCTG
ACTTCATTGT
TGCTTGGATA
GGCATGCAAT
CTCAACAGTT

GGCGAAGAAG
AGTAGAAATG
ATCGGTTCCT
GTCTTTCTTG
TTTAACTACC
TGGTCAACTG
AGATCTACGA
CAAGTCGACA
GTAGTATGCA

GTACCAAGAT
GCGCCACTTC
CTACAAGGGA
AACGCTGCTG
TTATTAATGT
ACCTCCTACA
CGTCGGATTA
GGTGCGGGTA
ACAGTTGGGG

GGAGAATCCA
TTTGGTGGCC
CGGCCCATGC
CGATGAGTGG
AAGAGCGAGC
TCATTAGTTG
CAGACAGACC
TAATTGAGCA
GGGGAGCGGG

AGCGACGAAT
CCGCTGTAGA
TCTGTGTGAT
GCTCCAGCAC
GGCCGCTGGC
GCCATCCAAT
ATAAGGTCCT
GAACCAACAC

AAATCAGCGC
AACTTAAAGA
CATCTGGTCG
TCAGGAATTG
AACAAGTTTA
CCTGAATCTA
ACCAAAAATC
CAGTAGCAAC

barley|TC141457
weakly similar to UP|Q9VYD8 (Q9VYD8) CG1987-PA (RE47308p),partial (16%)

TIGR
3.9e-58

>Hv366GL°

ACCTGCATTT CTCATCTCAA GATCTTCATG GGGTCTTTGA TTTTGGCATA GCTTTTCTCC
AATGTATATC TATGATTGGC AACGAGGATT TAAATAGCAC TGCTAGCAAC AGCAGCTTAG
GACCTCCAGG GAGATGTAAC AATTCTTGCT GCTGCTACGT TATTGAGATG TATAGTTCAT
ACTGAGGTAT CGCTCCATGT ATTATATGTC ATGATGGGCA AACACGGATC AAAGTTTTCC

CGT

barley|TC139267
similar to UP|Q84VG9 (Q84VG9) Lycopene beta-cyclase, partial (22%)

TIGR
6.2e-50
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>Hv456GL 3

ACATGGGCAC
AGGAGTTCAA
CcGvCcGGAA
ACGGTGATCC
TTTGAGCTGC
TcTcTtGGCC
ataTaTaTaT
caaGGcaaGa

GCACGAAGAG
GGAGAGCACC
AAACCcGACAC
CACGGACGAG
CTTGTGTGTG
cGGbGGTGGG
aTaTGttksa
ttaGaaaGTc

CCGGCATGGA
AGGAAGATCG
GGCGCCGGCA
AAGATGGTGA
TGTGTGTWAC
TataATGGGA
CGaGataatc
tttTtacaGt

CAAAGGATGG
TGGAGCAGGT
TGGTGCCGTA
TGGAGATGGG
TcAACTAGGC
ATGAGcaccA
tctttctaGa

GGTGATCaAC
GGATGAGTGG
TGTGCTGCTC
CATCCCcaAC
GTAAAtaAGa
aattaTawTT
GtcacaaGaT

CAGGCATTTG
AaCAACGACC
AGGCCGTCGG
AGCATCTCCA
GtGThTTCAG
wdhGGacacG
aTtacaTaAa

gi|1777960|Gb|U56406.1|HVU56406
Hordeum vulgare methyljasmonate-inducible lipoxygenase 2 mRNA, complete cds

BlastN
e-107

>Hv462GL3

ACCAGCcGGG GTWRETTAAG GAGCAAaGGC ACCGTGAATG GCGGCAGAGG CANCAGTAGC
AAATGCATAC TCGCAACCGA TTGCAACAAA CCCTTGGATG GTTTCTGTAG GAGTRATGAA
GCCATCCTTG TTCCGGTCGA AAAAGGAGAC ATGTTTCTGA AGCTCCGTCA TGTTTGCAGG
ATCAAACTTG GCCACGGCAT GCCCCCAGTT CCAGCTAAAG ATCCACAGAA GCANAAGAGA
TGGTANCTTC AGAGAAGCCG CTGCCANCGA TTGTCGATGA CCGGGCATTN TCGCCTGTAG

CTATNAT

gi|6900307|emb]AJ250283.1|HVU250283
Hordeum vulgare mRNA for putative calcium binding EF-hand protein (bci-4 Gene)

BlastN
e-153

>HvD0125°

CGCGGCCGCT
AACTCCCGTT
GGATGGATTA
TTCTTGAGTT
TACAACACTT

CTGAGTTACC
AAGTGAGACT
TTTCATTCTT
TTTGTTTCAT
GAGGTG

ATGGATTCTT
AGGTGGGATC
AACAATATGT
TTGTAAATTT

GTTGTGGTTG
TGTAGATATG
CTGCTCTCAG
TAATTCCTGG

AGATTTGAGA
TCCACTGAAT
TTGTGAACTT
TTAATACACC

ATCATATTTG
TGAATTGGGT
GTGATCATGG
ATGTGCAAAA

keine Homologie

>HvD0122°

CGCGGCCGCT
ACGCCCGTCG
GTGAGGGAGA
ATGGTTGTTT
CCATGTACAC
TTCACAAAAA
GTAGGTCAGA
GTCACTCATA
TGTGTGCAAG
TACGTATGAG
GGCCGCGGAA
GTTCGACGGT

CTAAGATTCG
CCGCTGAGGT
AAGGAGTCTG
TTTACTTTCT
TTCCATTATA
AAAAAAAAAA
CACATCACAC
CGGACGCGTG
GTACAGACAT
CACTCCATCA
NAACCCGACT
ATCGATAANT

CTGATCAACC
CACGTATATA
CATGCTGAGC
CTCCCTTTTG
TGGATTATAC
AAAAAAAAAA
ATACACATCG
CATGCATGCC
AGGCATACTC
ACGTAGATAT
GANTATAGGG
TTTGATATCG

ACTGCCCACC
TATGAATAAA
CAACTCTGTA
AGGAGACACG
TTATATAATC
AAAATTACTA
GCTAAAGTAC
GCGTAAATAT

ATGGGCGCCC
CGCTCTGATC
TGGCCGGCCA
AGGCTTTATT
ATTTCATCCA
TTCATTAATT
AGCAAGGAGA
ATATGCGCAC

TTTTATTTTA
TAAGCTCCAC
CGAATTCGGG
AATTCGNGGC

TTTTTTATTG
ACAAGCGCCG
TACTCGGGCC
CGNTCG

GCCTATAGCG
TGATCTCCAT
ATATCGTACT
GTACGTTGCA
TGTATTTTAT
GCCTGAACAG
TGACTGTTCA
ACACACAGTG
CTCAATATCG
TCCATGAACC
CCCNCTCGAG

0i|1261916]emb|X96979.1|HVLTP7A2B
H.vulgare mRNA for lipid transfer protein 7a2b

BlastN
2e-92

>GANO4E10

TGGGAGCTGG
TTCTACGGCC
TCATTGTTTG
GTAGGAAGAT
GGTAAAGTAT
CCAAGGTGAA
CTATTCAAAT

GTTTTCGCTC
GATTGGATTT
TCAGAACAGC
TTGTGTCTAG
AGCACGCATG
AACGGGTGTC
CTATAAGGTA

GGTGGATGGA
GTCTGCCCAA
ACAGAAGAAG
GTGTTGGAAG
CCCTGCATGA
ATGTAAAAGT
TATTTGG

TGGATGGATG
TTGTGGCTAG
GATTCTAGGA
GTTTTGATAC
TGGGCGTTGG
ATGATATCCG

GATGGATGGC
GTGTACAAAT
TGCTGCAAAG
TGTCAATAAT
CATCAGTTTA
TTGAGTTGTA

CATTGTGAAT
GGAGGCTCCC
GAAAAAGATT
ATAGTACTGG
GAGTGTATTT
CAAAATAATA

0i|26518369|GbjAY162186.1]
Triticum monococcum extracellular invertase (exinl) mRNA, complete cds

BlastN
3e-50
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>HvD0126°
CGCGGCCGCT
AATGTGTGGT
GACTTGCGAG
TATCGACCGT
CCTTC

GCAAATAAAT
ATGTAGTTTC
GGAGTGGTAT
TCTGGTGCTT

GCAGTTCCGG
TGTATACAAG
ATATGTGTGC
AAGGATCATT

TTTGCTTTGC
CAAGCTAGGT
TGTGTACTCT
TTTCGACAGA

AGATCATTCA
AGATATCTGG
GGACGAACTT
GGGGCTACAT

TGTGTATGGT
AGTGGTTTTC
GAATCGAATG
CGAGCCCGTG

keine Homologie

>Hv196rh®

CGCGCCGCAG
GAGGCTGTGT
TATGTGATTC
GCTTTCAGCG
GTTGACAGTG
GGTGATCTGA
GTATTGATCC
GTGATTCAAC
AGAACCCTTC
TGGAAACCTG
TGCTATCTAG
TACATGTGTT

CCGAGTaCGA
TCGACCAGGA
TTTTCTTCTA
ATAGACATGA
TGTTTTCCCA
AATATTCGCT
CTGATCAGGG
ACTCCACTAT
GGGCTCTGCA
GGGGAAAAGT
ACGTGACCTT
TTTGTGACA

CCTGCCGCTG
GTTCATCAAC
CCCTCTGGAC
GGaGTTCGAG
TCTTGCATGG
GGTTTCTGAC
AATTGCTCTG
TAACAACCTT
ATACGTCCAA
CGATGAAGCC
TGCACTCAGC

GTGGGGAACA
GTCAAGCTAT
TTCACCTTCG
AAGATAAACA
GTGCAGACAG
GTCACCAAAT
AGAGGATTAT
GGTATTGGCC
GAAAACCCAG
TGACCCTAAG
TGTGGAGTTT

AAGCGCTGGA
CTGATTACAT
TCTGCCCAAC
CTGAAATTCT
AGAGGAAGTC
CGATCTCAAA
TCATCATTGA
GTAGTGTGGA
ACGAGGTCTG
GGCAGCAAGG
TGTCATGGCC

CTTCGCGGCG
TGGGAAGAAG
TGAGATTACG
TGGTGTTTCG
TGGTGGACTT
GTCTTTTGGT
CAAGGAGGGT
TGAGACCTTG
CCCGGCAGGA
AGTACTTCGC
GTTTCTCGGT

0i|861009|emb|Z34917.1HVUNKNOWN
Hordeum vulgare mRNA for basl protein

BlastN
0.0

>HvD0195°
CGCGGCCGCT
AGAAGGAGTC
ATGGAGCTGC
GTCATCTGGT
GGTTGTGTCC
TAAGTGAGCC
GGCCGCTGCC
CA

TGCTGGTAAG
GACCCTCCAC
TTATGTCTCT
CTAGCGTTAT
CATGAATTTC
CTAAACTTGT
GTTCGCACAT

CAGCTTGAGG
TTGGTGCTCC
GGGCTCACAA
GTTCTTCGTT
TGTGGTGCAG
CTCCAAAAAA
ATCGTAAAAA

ATGGCCGCAC
GCCTCCGTGG
TTTAGCTGTC
GCTACTGTGT
CAGATTTGGA
AAAAAAAAAA
GGCATTTACA

TCTGGCGGAC
TGGCCTGTAA
TTTGAATTAT
TGTGGTCTAG
TGAACTGTGG
AAAAGCGGCC
TGACAGCTCC

TACAACATCC
GTGCTTGGCC
CGGCGTGTCC
CGTTATGTTT
AATGAATGAA
GCGAATTCGC
ACCGTGTTGT

0i|21815/emh|X56803.1 TAMRNAU
T.aestivum L. mRNA for ubiquitin

BlastN
le-43

>Hv53MK3

CGCTTGTACT TCTGTAGCCT CTGTCCATGG
CGCGAGALGG TGTATGAGTC TTTAATATTA
TGAAATGTAT TGCGCACTGT ATTCGTTTTT

AAAAAAAAAA

AAAA

TATGAGGATT
GTTTTGTAGT
TGAATAAGAA

TTTTGTCTTT
GCGTTGGCCT
ATAAATTGCC

TTTGTCTTCT
TGATGTAAAA
GTTAAGTGAA

0i|38174822|emb|AJ495777.1|HVU495777
Hordeum vulgare partial MRNA for EPSP-synthase, 3' UTR

BlastN
4e-63
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>GAN04K21

TAAATNTATT
GTATAATGGT
TAGGAAAACT
ATAACATTGC
CAGTGGATGG
GCGGCCGTTA
ACAAATCCTG
ATCTCGGGGC
GATGGTTCTC
CCCTCGCCGC
CCATCCCTAT
TTTTTTTCCT
TCTTAGTCGG
CCCCCCACCT
TTGTGCCATT

ACAGAGGCCA
AATAACTTTC
GTAGTGAAAT
TGCTTGTGTG
GGTCGCTGCA
CCAAAGTTGG
CCAACAGTAG
ATGCAGGTCT
ACCACCATTT
CCTCACCTTT
TCGTCTTGTT
TCATTCTCGT
CAATCAGCGC
CATTATTTTT
NTTTTTCTCC

TACTTTATCC TATGTACGAT
TTCTCTCTTA CAACCCTTGC
TCAGCTGACA TCCACCATTA
CTTTTTTGCA GGTCAGGTCA
TCCCTTCTCC GTGGACTGTT
CTCGGTATGT CCAATCATTA
ATACACATGA CAAATGCTAA
GAAAGCCTCA TTCATACCAC
CCTCGAACCC TAACAAACCT
CGTAATTGTA CATCCTTTCT
CTCATCCGGA CGATCATTCA
ATATTTTCTC CCCCTCTCAC
CCGTCTTTCA CCCCACTGCC
CTCTCTCCGC CCGTCCATCT
CACGCATCTC GTAGAAACGT

GGCAATTCAA
ATTCAGGTAC
TTCAGGCAGC
CCAGGCTTGT
TGAAGCCAAA
GCCAGCCAGA
GTTTGTGTCC
GAATACACCG
TATGTTTCTT
TTTTTCTTCC
TCCACTCTTT
TTTGCCCCCA
TTACTTTTTC
CACCGCACCA
TCCTCCGTAT

CACTAGTAAG
CAGCACAAGC
GCTCTCGACT
TCATCCGTAG
GCGACCGCCA
TTTCCGTAGT
CTCTTACCAA
TGCCATTCTT
CTCACCGGTC
ATTCTAGCAC
CATTCATTCT
TTTGTTTTGA
TCTATGTACC
CATACAGATC
ATTATCTCCC

9i[12230349[sp|Q9SEC2|MSRA

LACSA

Peptide methionine sulfoxide reductase (Protein-methionine-S-oxide reductase) (Peptide Met(O)

reductase)

BlastX
6e-05

>GAN04K?22

TCATGTTATC
TATAAATCAT
ACGTCATTTT
ATTAGTCTAT
ACGAGCCAAA
ATCTTAGCAT
GTGTGTGATA
TATTGGTAAT

GCTTCGTGCG
ACCACTACGT
TGTTTACATC
CATCATGCAC
ACAACGGACT
CTATACATAC
TATGTGGTTG
GGCAGGCCAC

TGACGTAAGC ACTTTTGTTT
ATGTGGAGAG CATGGATTAA
AAACACGTCC GTTCTCTCTT
ATGCACATGC ACGTACCTGT
GGTGTCTGGT GTTATATATC
TAGTATCAGA GATTCGTACG
CTTAATTGGT CAACCACGTA
GGGGAAAGAT GCGTCACGTC

TTACACCAAA
ACTGTTTCCT
TGCCGAATGC
TTTTCTACAT
GTCCACGGTG
TAGGAGCATT
GTACTTATTA
GGGCAGC

CACGTGCGCA
CCTTACTAGT
ACTACTCATT
GCATGACGAT
CATATACTGC
TGTTCGGCAC
CATGCGTATA

barley|TC141424
similar to UPJHSP1_ORNAN (P35307) Sperm protamine P1, partial (50%)

TIGR
0.0

>GAN04K24

TCCGGCGGCA
CCACGGAGTG
GGACCAGCAT
AAAAAACAAG
TCAGTTGTGC
ACAAAGAGTC
CTCACCTCAT
TAGTTCTCAT
GCTAGAACTC
CAAAGCATTC
GTGGTAGATC
TNTAATTTGT
TGCGCTACTA
CGCCAGGTGG

AGGCAGGGTG
TTCGACTGGC
TCCATGTCCC
TGTGCAAGTG
ATAGAATACT
ACGTTCAAAT
TGAAATAGGG
TGTAGTTAGG
GTGGGGGACA
ATCAGGGCAG
GACTGATTAA
CAAAGTTTGT
TAGGTCTACG
ATGGATATCT

CTCTGGATCT
TAAATGACCC
CTTACTCCCG
CAAAAGTTGA
ACGGAGCAAT
TAGCAAGTTG
GAGAGAGAGT
GTTAAACTTT
ACATGGGGCG
TGTGGCATTG
AGCTCACTTG
AATATTGGCC
TATGTAATCC
GCAGAATTCA

GCCCAGCCTG
GTTCCTGACG
TCTGCTATAC
AGCAGAATAG
GCTACATGTA
ACAAATTATG
TAGTTAGTTA
CGATTTTTTT
ACAAAGGCTA
CAACACGCCC
CTTTAAATCT
AGCACGTGCA
ATCTTGAAAT
GGCCTGAATT

CAGCTCCCGG
CGGCTGCGCA
TAACCACAAG
ATGGTTAGCT
CAAAGAGTTA
CTATAAAGGA
CTACCTTCGT
TCAAAAATAC
CATACTAATG
AGTCTTTCCT
AGAATTCCAG
GTGTGCCTAC
AAGCTTTCCN
T

CGGCGAGCAG
GCCCGTGGCA
CAAGTCGTGC
GCAAGTTAAT
CCCTGCATGT
GGGGCTCACG
CCTAGTTTAC
GACAGCGGCC
AAGAGGGGAA
CTTATGAAAG
ATCCATCCAT
GTATGTTGCA
CCCCGGGGLC

0i|10241433|emb|CAC09354.1]
putative oryzain alpha precursor [Oryza sativa (indica cultivar-Group)]

BlastX
2e-07

barley|TC137828
similar to UP|CAP_YEAST (P17555) Adenylyl cyclase-associated protein (CAP), partial (3%)

TIGR
4.1e-06
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>GAN04M17

TGGCGAAGGT
GGAAGATGAG
TGTATGTGGT
TTCCTACTTG
TCGTACGATC
TTTTTGAATA
CTGATAAGTG
AAGATGGTAA
AAATGTGTCT
ACGATATAAC

CTGGAGGACA
CATGGGCATG
ATACTGTTAG
TGAGTTTGGA
AAAGCAACAA
CTTCCACTAC
ACGAAAGTCA
CTTTAGTGGA
TGTATTATTA
AGACAATGGT

CGGAGAAGCT
CCAAGTCCAC
CGGTCGTCCA
TTTTGCCGGT
GCCAACAACT
TTGTGATTCG
ATGTTAGTTA
CAAGCATGAT
GCGGCCGCTC
TCAACATATC

CTTCGGTGGT
GCAGTTGACT
AAAGTGAAAG
CAGATTTGTA
ACATACCAGC
GATCCTGAAT
CAAGCACATG
AATATTTGTA
CATGAAATAC
ACATTCATTG

ACTGGCGATG
ACTCGGTAGT
ATTCAATAAC
GACATACATG
TAAATTTGAT
GTCAGATTCC
GCAAGATGAC
CTTTAGTTTA
ATAAGGTTGG
GTTATG

CCGTGGAGAA
GAGTCAACAC
TCGCTGAATA
GATGCGCCTA
CTTCTGTAAC
TAGAAGGACC
TAGTTATGTA
TTTTTGACAA
CAACTGGTTA

barley|TC134913
weakly similar to (Q84KI17) Sorbitol transporter, partial (35%)

TIGR
2.4e-101

>Hv000SEX

GAATTCCCCA
TCGGAATCAA
ACGATGTCGA
TGTTCAAGTA
ACAAGACGCT
AGATCCCGTG
ACAAGGACAA
CAAGCAAAGA
TTAACATTGT
TTAATGACAA
CACAGAAGAC
TTAACATCAT
TGAATGGCAA
ATCTCACTGT
CTGCTTCCGA
CCGACTTCGT
ACGACCATTT
TTGTCGACCT
GCCTGGTCAG
TGGTTCATGT
GTACTCTTGA
GTTTGATGTT
TTGTTTGAGA

TCTCGCGTCG
CGGTTTCGGA
GCTCGTCGCC
CGACACAGTT
GCTCTTCGGC
GGGTGAGGCT
GGCCGCTGCT
TGCCCCTATG
CTCAAATGCT
CTTTGGTATT
CGTTGATGGT
CCCCAGCAGC
GCTTACCGGT
TAGAACCGAG
GGGAAAGCTC
TGGTGACAGC
CGTCAAGCTT
GATCCGCCAC
AGGTGCCCCT
TAGTTGGACA
TTTATGTAAA
TACAGCCTGA
TTGTCGTTAG

CGGCGTCAGT
AGGATCGGGA
GTCAACGACC
CACGGCCATT
GAGAAGCCAG
GGTGCTGATT
CACTTGAAGG
TTTGTGGTTG
AGCTGCACCA
ATTGAGGGTC
CCCTCAAGCA
ACTGGTGCTG
ATGTCTTTCC
AAGGCTGCAT
AAGGGTATCA
AGGTCCAGCA
GTCTCGTGGT
ATGGCCAAGA
TTGTCTATGG
TGAGTTACCA
TCGTTCAGTC
GTAAGTGTTT
TTCAGATGTT

TCCACTCCTT
GGCTCGTCGC
CCTTCATCAC
GGAAGCACAG
TTACTGTCTT
ACGTTGTGGA
GTGGTGCCAA
GTGTCAATGA
CTAACTGCCT
TGATGACCAC
AGGACTGGAG
CCAAGGCTGT
GGGTTCCCAC
CATATGATGA
TGGGTTACGT
TCTTTGATGC
ATGACAACGA
CCCAGTAGAG
GAATAAATGT
TCTGTTTTTC
CATTTACAAC
GATGTTTACA
AAAAAAAAAA

CGCCATGGGC
CAGGGTCGCA
CACCGAGTAC
TGACATCAAG
TGGCGTCAGG
ATCCACCGGT
GAAGGTGGTC
GGACAAGTAC
TGCTCCCCTA
TGTTCATGCC
AGGTGGCAGG
TGGTAAGGTT
TGTGGATGTG
CATCAAGAAG
TGAGGAAGAT
TAAGGCTGGA
GTGGGGTTAC
CGTTCTGCTT
GGATGGTGTC
CGCACCGAGT
TTCTGTTTGC
ACTTCTGTCT
AAAAA

AAGATTAAGA
CTCCAGAGCG
ATGACGTACA
CTCAAAGACG
AACCCTGAGG
GTCTTCACTG
ATCTCTGCCC
ACCTCGGATG
GCTAAGGTCA
ATCACTGCCA
GCCGCAAGCT
CTTCCTGAGC
TCAGTTGTTG
GCTATCAAGG
TTGGTCTCCA
ATTGCTCTGA
AGCAACCGTG
TCCTTGTGGC
GCTAGACGCC
TGCTAGTCAA
CTGAGTAAGT
TGCTTTTGGT

0i|18977|emb|X60343.1|HVGADPH
H. vulgare GADPH mRNA for glycolytic glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

BlastN
0.0

* Die Sequenzen der Klone wurden im Rahmen dieser Arbeit sequenziert und entsprechen deshalb nicht
immer der in der Gabi PD Datenbank verdffentlichten Sequenz.
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daten der Dotblot Analysen mit BTH.

1ons

Expressi

Tabelle 8.5

910 zr'o zr'o zr'o L2'0 900 900 900 L0'0 90'0 T-3

ST'0 910 LT ST'0 21’0 200 600 900 90°0 90'0 9-a

.50 850 650 L5'0 50 9T'0 9T'0 v1'0 810 vT'0 §-a

120 ¥T'0 z1'o TA €0 600 €710 600 800 10°0 v-a

T76°0 0L'0 zv'o €0 150 0€'0 9€'0 82'0 €0 22’0 €-a

12T 8'0 99'0 €60 592 ¥2'0 or'o €0 L0'0 81°0 z-a

880 50 70 19'0 68'T 1170 z1r'o 01’0 €10 0T'0 1-d

ST'0 207 €27 95'T 78'0 8v'0 9T'0 9T'0 AR 810 9T'0 9-0
99'0 197 912 S9' LT 8.0 0S'T 't 26'0 68'0 ST 98z G-2
15°0 S6'T 9T'0 LT'0 110 91’0 81’0 800 60°0 90'0 60°0 80'0 v-0
S0 ve'e z1'o €10 800 zr'o ST 50'0 500 90'0 500 50°0 €-0
95'0 6LT 810 10 ST'0 91'0 L2'0 0T'0 0T'0 TT°0 600 0T'0 20-2
95'0 6LT €10 600 0T'0 z1'0 12°0 200 200 00 100 80°0 70-D
"0 9T'C 50 S0 €0'T 9€'0 z€'0 Sz'0 2o 92'0 9z'0 92'0 90- €
95'0 8L'T 520 z€'0 2o €2'0 12°0 vT'0 ST ST'0 vT'0 TT°0 S0-9
62'7 €20 72’91 80'T¢ L¥'S 8L'TT ¥9'92 19'69 16'Ly v.'99 GT'96 18'29 v0- €
G9'0 ST 670 020 9T'0 02'0 220 €10 110 TT°0 ST €T'0 €0-9
05'0 66'T ¥T'0 910 170 ST'0 910 200 500 200 600 80°0 20-9
€0 €T’ 01’0 01’0 €T'0 6T°0 S0'0 500 50'0 50'0 0'0 70-9
44| ¥T°0 ST LT 21’0 1170 €00 20'0 0'0 €0°0 €0'0 90 -V
€0 010 01’0 600 T1°0 60°0 €00 20'0 0'0 700 20'0 S0-V
89'0 T 21’0 TT°0 110 21’0 €10 800 900 0'0 LT0 50°0 v0 -V
150 9L'7 TT°0 TT°0 600 21’0 010 900 500 900 100 90'0 €0 -V
5’0 v8'T 520 000 220 €0 o ¥T'0 vT'0 LT'0 TT°0 zr'o 20-v
S€'0 600 500 0'0 z1'0 ¥T'0 €00 €00 €0'0 €00 €0°0 70-V
HL18/dM dM/HLg HOM[BRIIN wjidey  aeisjeubls  yeday  axesjeubls | JeMIBIIN wjldey  ayesieubls  wejded  aRISEUBIS | g aqp
VeIZnpul z z ods

SLIETEN H1g dM
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50 ¥8'T 4 0) Ge'0 T'0 9’0 10 €2'0 92'0 €2'0 2z'0 12°0 2:10-9

8.0 82'1 1T'0 21’0 TT°0 0T'0 €T'0 600 010 80'0 80°0 60°0 10~V
9T L5'0 6'0 vi'0 6€°0 LT 9T'T S9'T 127 0L'0 Gl'e 96°0 90 - H
90°L 10 21’0 01’0 ST'0 170 AR 80 100 50'0 zz'e 50°0 S0-H
97’0 81T L1'9 9T'T v9'€ 8r'eT 6.'8 TT°E 56T T6'T 09's 18T v0-H
19°0 G9'T 85T 10 12'1 92' €T'e 96°0 Ge'T 26'0 16°0 990 €0-H
6€°0 I vT'0 €10 21’0 ST'0 91’0 900 500 70'0 S0°0 80°0 20-H
o ov'z vT'0 01'0 z1'o 9T'0 LT'0 900 900 90'0 S0°0 90'0 T0-H
€5'0 06'T 160 9€'0 €0 09'0 190 12'0 62'0 Sz'0 T€°0 €2'0 90-9
L7'0 112 [A0) €10 01’0 zr'o €T'0 90°0 L0'0 90'0 90°0 0'0 S0-9
8v'0 602 ST'0 €10 €T'0 02'0 10 100 80°0 200 200 100 v0-9
6v'0 502 9T'0 810 910 €10 610 800 010 80'0 80°0 90°0 €0-9
10'0 €0'ce 95'TT 09'L ze'ee 9.'9g 02'0 20 €2'0 ST'0 9T'0 20-9
E L0'G698T  GY'€L/8T TT'2S2ET 8T'67LT2 95'500T2 01'522 £€9'805 T'20T 06'€€T ov'sST 70-9
99'T 090 0T 28T €8T 69'T €T'C 6E‘E 6L'€ 16T €0'9 v2'e 90 -4
8v'0 10T ¥T'0 €10 TT°0 LT'0 ST'0 100 0T'0 90'0 200 00 G0-4
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daten der BTH-Gene nach Bgh-Inokulati
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daten der Dotblot-Analysen nach MeJA-Behandlung.
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Tabelle 8.8: Sequenzen von weiteren in dieser Arbeit untersuchten Genen.

Bci2 -ORF-

Acc. num. AJ508712

ATGGCAACCA
CTGGAGCAGG
TACAACGCCT
AAAATCATAA
TCCGGTGAAC
AACATGGACA
GCATGTGCCC

Bci9 -ORF-

ACTCGCATTA
CATCCTCCTC
GGTGCTCAGC
GGCGCCGGGEG
CTTCCGGTTC
CAAGGTGGAG
CACACCCCTG
CGTTAAACTA
TCTTGAAGCA
GATCAATGTT
GCTGGGTAAA
GTCCGTGCAG
TCAAAGGGAG
CGTTCACAGC
AAACGGACCA
GGAGCAATAC
CGTGACCAGG
CGCGTGGAAC
CTACATGGCA
GGCGGCGTTC
CGCGTACCCC
GTACTCCCTG
GAAGGTGAAG
GGCCGTCTCG
ATATGATTGC
TGG

ACAAGAQTAT
TCCAAGTAGA
GCCATTTCGC
GCGGCCCAAC
CAAATGCGAC
ATGTTTCCCG
GTTTCTGTAA

GCCACCCACC
CTCCTCCTGG
CGGAAGGCCG
AAGTACGCGG
GACAAGAAGA
CCGGGGCTGA
CTGGAGAAGG
GGGGCGACGG
GTGAGGGATG
CTCAAGGGGT
CTGGGAGGAG
ATGGCATATG
GACCCATACG
TACTTGCACT
GTCAGCTACT
GACGCCATAG
GCGCTGAGAA
GGCGGCGGCG
GCAGACGTCG
AGGGCCGCCG
AAGGTGCGGT
CTCGTGGACG
CACGGGGAGT
CCCACCAAGC
TAATCCGGCC

HvVEds5 -teilweise-

GTGCACTGTT
ATACGGAGCT
GGAGCTATAG
YAGGTATGTT
ATATTTCACT
TGGAAGAGAT

TGGGGTGAGC
AACCGCAATT
CTGGACTGAC
TACCAATGAT
GCATTGTTCG
CTC

TAAGAGCGTG
AGGCAAGAGT
CGGTGGTTCC
ATGTCCTAGG
TGAGTACTGC
TGGCCAAGAG
TGATGGTGAT

AGACCACACC
CCTCCTCGTT
GTGCTGGCGC
TGATCTTCGA
TGGAGCTCGT
GCTCGTACGC
CTAAGAGCGC
CTGGACTCAG
CCGTCCACAG
CTCAGGAAGG
ACTACTCCAA
CCATCTCAGC
TCACCAAAGA
ACGGCGCACA
GCGTGCTGCG
CAGCACCGCA
TCAGCGCGCC
GCCCCGGCCA
GCCTGATCGA
CCGAGGAGAT
CCGTGGACGC
GGTTCGGCTT
ACTTCATCGA
GGCTCAACGA
CTAGCTCGCG

CCCTGTCACA
TGATGAAGGC
TGTAGGGAAC
CMAATGGTTG
TGACACCTTC

GTTATTTGTG
TGCTGCaAGA
CGACCAGTCT
GACTATCCTA
ACAATTGGAT
ATGAAATTCG
GTCATTCAGT

CCACCAGCTC
CGCCGGCTCC
CATTGCCGGG
CGCCGGAAGC
CGACGTCGGC
CGGACGGCCG
CGTGCCTCGC
ACTTATCGGA
CAAGACCAAA
ATCTTACCTA
GACGGTGGCA
GAACGCCGCA
GTACCTCAAA
GGCTTCAAGG
CGGATACGAT
AGGAGCGGCG
ATGCGCGGCC
GGCCGAGCTC
CAGCGAGGCG
CTGCCCGATG
GCCCTACATC
GGAGCCGACC
GGCCGCGTGG
TGCATGATCT
CAGTAAGGGC

AACTGCACAG
AAGATGCTGC
GGCTGGAACG
TACAACAGAT
AGTACACAGC

Fett gezeichnet sind die Start- bzw. Stoppcodons.

TTCTCATATT
aCACGACGGG
GCGCAACTGC
AGCTGAATCT
GCAGGACTTC
ACATGGGACT
CTGTTGAAGC

GCCATGGCTC
GCCTTCGCCG
GAGGATCCCG
ACGGGCACGC
GACGACATCG
CAGGAGGCCG
TGGCTCATGA
GATGACAAGG
TTCCAGTACA
TGGGTTGCTC
GTGATCGACC
GCTGCCGCTC
GGAAAAGATT
GTAGAGATCT
GGCAAATACA
TACGAAAAGT
AAGAACTGCA
TACGTCACCT
AGCAGCGGGA
AGCTTCCTGG
TGCATGGACC
AAGGAGATCA
CCGCTCGGGG
TGTACGTACA
ATCTCCAAAT

TCCTTTATGC
TCAAGTCACT
ATTGTTCCMT
GCACAAAGTG
CTCGAAGGAG

GGGTTTAGTT
CAGAAACTGC
TTGTGGTTGT
TCTCCCTGAA
CGTCTGTGAC
CTGCAGCAAC
CTAA

ATGGCTTGGG
CCGATGCGAC
AGCTGAAGGC
GCGTGCACGT
AGGTCTTCGC
CCAAGTCCAT
AGAAAACACC
CAGAGCAAAT
ATCCCAGTTG
TGAATTACCT
TTGGAGGTGG
CCACGGTGCC
ACAACGTCTA
TCAAGGCCAA
CCTACAACGG
GCAGAGAGGA
CCTTCAACGG
CCAGCTTCTA
AGACCACGCC
AGGCCAAGGC
TTGTCTACCA
CCGTGGCGCA
AGGCCATCGA
GTATTGGTTG
CCCGCGGCCA

CGGAGATGAT
CGTAATTATT
GGCTTTTTCC
CBKGATTYCC
CATTACTGGC
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