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EINLEITUNG

1 Einleitung

Im Laufe der Menschheitsgeschichte kam es immer wieder zu Naturkatastrophen, welche
durch phytopathogene Organismen hervorgerufen worden waren. Im Juni des Jahres 1845
erreichte Phytophthora infestans, der Erreger der Kraut- und Knollenfiule (Kartoffelfiule),
Europa mit einer Schiffsladung von Saatkartoffeln aus Nordamerika. In den folgenden
Monaten breitete sich eine Epidemie der Krankheit iiber Wind und Regen wie ein Lauf-
feuer aus. Dies hatte besonders in Irland fatale Konsequenzen fiir die Landbevolkerung, da
diese sich fast ausschlieBlich von Kartoffeln erndhrte. In den Jahren 1845-48 kam es hier
durch den Totalausfall der Kartoffelernte zu einer Hungersnot, welcher mehr als eine
Millionen Menschen zum Opfer fielen. Als weitere Folge wurden von der Regierung in
London und den GroBgrundbesitzern zwei Millionen Menschen zur Auswanderung in die
Kolonien in Nordamerika und Australien gezwungen. Grund fiir diese Katastrophe war
auch damals schon die Monokultur einzelner Kartoffelsorten. Es wurden zu dieser Zeit
insgesamt nur drei aus Siidamerika stammende Kartoffelsorten angebaut, von der keine
eine Resistenz gegen den wahrscheinlich aus Mexiko eingeschleppten Erreger besall
(BOURKE 1993; SALAMAN und REDCLIFFE 1985).

Ein weiteres Beispiel fiir durch phytopathogene Pilze hervorgerufene Tragddien ist der
durch Vergiftung mit Mycotoxinen ausgeloste Ergotismus (Mutterkornvergiftung). Im
Mittelalter kam es, verursacht durch Ergotalkaloide des Mutterkornpilzes Claviceps
purpurea, zum Tod der Bevolkerung ganzer Landstriche. So wurden z. B. im Jahre 943 in
der Gegend von Limoges (Frankreich) 40.000 Menschen Opfer einer Vergiftung durch
Claviceps purpurea infiziertes Getreide. Die Opfer litten an Ubelkeit, Kopfschmerzen,
Erbrechen, Durchfillen, epilepsiedhnlichen Krimpfen, Halluzinationen und brandigen
GliedmaBBen (Antoniusfeuer), die oftmals amputiert werden muflten. Bei schwangeren
Frauen kam es zu Fehlgeburten. Verblodung, Verkriippelung, Riickenmarksdegeneration
und hédufig auch Tod durch Kreislaufversagen oder Atemldhmung charakterisieren den
weiteren Verlauf der Vergiftung.

Dank der Erkenntnisse der Phytomedizin kommt es heute zwar nicht mehr zu solchen
Epidemien, doch trotz intensiver chemischer PflanzenschutzmaBBnahmen liegen die durch

phytopathogene Organismen bedingten Ernteverluste weltweit immer noch bei 13,3 %, mit
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steigender Tendenz. Hinzu kommen weitere Verluste durch tierische Schidlinge, konkur-
rierende Wildkrauter und abiotische Faktoren wie Diirren, Unwetter und Frost, so daf3 nur
etwa 50 % des potentiellen Ertrages geerntet werden kann (OERKE 1994).

Trotz einer stetig wachsenden Weltbevolkerung wird eine Erweiterung der heute landwirt-
schaftlich genutzten Flidche nicht moglich sein. Schon heute geht ein groBer Teil der
Flichen durch Versteppung und Raubbau verloren und kann oft nur durch Zerstorung
Okologisch wertvoller Lebensrdume ersetzt werden. Da dies keine geeignete Losung des
Problems ist, kann die Versorgung in Zukunft nur gesichert werden, wenn auf gegebener
Nutzfliche eine erhebliche Steigerung der Ertrige erzielt wird. Es ist daher wichtig,
nachhaltige Pflanzenschutzkonzepte zu entwickeln, welche im Einklang zwischen dem
O0konomisch Machbaren und dem Okologisch Vertretbaren stehen (REISENER und
SCHEINPFLUG 1993). Neben gentechnischen und ziichterichen Ansdtzen, welche die
Erhohung der Toleranz von Pflanzen gegeniiber abiotischem StreB (Hitze, Wassermangel,
Versalzung) verfolgen und somit auch einen Anbau auf Flichen mit ungiinstigen
Bedingungen ermdglichen, stellt die Nutzung des Phdnomens der Induzierten Resistenz
eine weitere Moglichkeit dar in Zukunft die Ertrdge deutlich zu steigern.

Mit neuen molekularbiologischen und biochemischen Methoden, sowie verbesserter
mikroskopischer Technik, ist es heute moglich, Wirt-Pathogen-Interaktionen und die wich-
tigen Resistenzmechanismen der Pflanzen gegeniiber Schaderregern genau zu analysieren.
Das so erworbene Wissen bildet einen Grundstein fiir die Entwicklung neuer nachhaltiger

Strategien in einem modernen Pflanzenschutz.

1.1  Wirt-Pathogen-Interaktionen

Pflanzen kommen wihrend ihrer Entwicklung mit einer Vielzahl von potentiellen Krank-
heitserregern in Kontakt. Schafft es ein Mikroorganismus (Virus, Bakterium, Pilz) eine
Pflanze erfolgreich zu besiedeln und sich auf ihr zu vermehren, so wird er als virulentes
Pathogen, die befallene Pflanze als Wirt und die Interaktion als kompatibel bezeichnet
(SCHLOSSER 1997). Zeigt die Pflanze hierbei keine deutlichen Krankheitssymptome und
wird nicht merkbar geschidigt, spricht man von Toleranz. Die jedoch hdufigste und als
evolutiondr urspriinglich anzusehende Wechselbeziehung zwischen Pflanzen und Mikro-

organismen ist die Inkompatibilitit (HEATH 1987). Hierbei wird das potentielle Pathogen
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frithzeitig in seiner Entwicklung gehemmt und es kommt zu keiner oder nur einer
schwachen Ausprigung von Symptomen. Die Pflanze gilt als resistent gegeniiber dem als

avirulent bezeichnetem Pathogen.

1.2 Formen der Resistenz gegeniiber phytopathogenen Organismen

1.2.1 Préaformierte und konstitutive Resistenz

Die meisten Mikroorganismen, mit denen eine Pflanze in Kontakt kommt, sind nicht in der
Lage, diese zu besiedeln und sich auf ihr zu vermehren. Diese Basisresistenz oder auch
Nicht-Wirt-Resistenz beruht einerseits auf der Physiologie und den Umweltanspriichen der
einzelnen Mikroorganismen, welche einer Besiedlung entgegensprechen, andererseits aber
auch auf einer Vielzahl unspezifischer Komponenten, wie passive Barrieren, oder aktive
Abwehrmechanismen der Pflanzen (HEATH 1974). Zu den passiven Barrieren gehdren
neben der Wachsschicht der Kutikula, die Zellwand und andere pflanzliche Strukturen aber
auch biochemische Komponenten (z.B. Phytoalexine), welche préformiert vorhanden sind
und ein Eindringen eines Pathogens verhindern (SCHLOSSER 1983, OSWALD und ELSTNER
1984; vgl. Kap. 1.3.1). Die aktiven Abwehrreaktionen werden hingegen erst durch einen
Pathogenbefall ausgelost. Diese unspezifisch wirkende Nicht-Wirt-Resistenz ist durch
mehrere genetische Faktoren (poly oder multigen) bedingt und verleiht einer Pflanzenart
eine vollstindige und dauerhafte Widerstandsfihigkeit gegeniiber allen Genotypen eines
Pathogens.

Im Laufe der koevolutiondren Entwicklung gelang es einzelnen Organismen, Kompo-
nenten der Basisresistenz mit Hilfe sogenannter Pathogenitdtsfaktoren zu umgehen und
somit die Pflanze erfolgreich zu parasitieren. Es wurde eine Basiskompatibilitdt zwischen
Pathogen und Pflanze erzeugt (HEATH 1981). Die Pflanzen wiederum entwickelten Mecha-
nismen, welche zu konstitutiven Resistenzen gegeniiber den Pathogen filihrten. Ausloser fiir
die poly- oder monogen determinierten Resistenzantworten der Pflanze sind vom Pathogen
abgegebene oder freigesetzte Elicitoren, welche der Pflanze die mehr oder weniger spezi-
fische Erkennung des Erregers ermdglichen. Je nachdem, ob eine Gruppe verschiedener
Pathotypen oder nur eine einzelne physiologische Rasse des Erregers von der Pflanze
erkannt wird und eine Resistenzantwort stattfindet, unterscheidet man zwischen Rassen-

Sorten-unabhédngiger Resistenz (horizontale oder auch quantitative Resistenz) und Rassen-
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Sorten-abhédngiger (vertikale oder qualitative Resistenz) (VAN DER PLANK 1984, HEATH
2000). Die Rassen-Sorten-unabhéngige Resistenz steht wie auch die Nicht-Wirt-Resistenz
unter einer komplexen genetischen Kontrolle, was dazu fiihrt, da3 ein bestimmter Genotyp
einer Pflanzenart gegeniiber einigen, wenn nicht allen Rassen eines Pathogens resistent ist.
Dieser breit wirksame Schutz der Pflanze ist dauerhaft, meist jedoch nicht vollstindig
gegeniiber den verschiedenen Pathotypen einer Erregerpopulation. Im Gegensatz hierzu
steht die Rassen-Sorten-abhédngige Resistenz, welche auf Seiten der Pflanze und des Patho-
gens jeweils durch nur ein einziges Gen bestimmt wird und somit mit dem klassischen
Gen-fiir-Gen Modell von FLOR (1946, 1955, 1956) beschrieben werden kann. Zu jedem
Wirtsgen, welches eine Resistenz der Pflanze bewirkt (Resistenzgen), steht auf Seiten des
Pathogens ein korrespondierendes Avirulenzgen. Man geht davon aus, da3 das Resistenz-
genprodukt als Rezeptor fungiert und das Produkt des Avirulenzgens (avr) oder ein Folge-
produkt seiner enzymatischen Aktivitdt mit erstem interagiert (HEATH 1991, DE WITT
1997) und so iiber verschiedene Signaltransduktionskaskaden eine erfolgreiche Abwehr
des Pathogens eingeleitet wird (SCHEEL 1998). Fehlt eine der beiden Komponenten, oder
ist eine aufgrund einer Mutation modifiziert kommt es nicht zu einer Resistenzreaktion der

Pflanze und die Interaktion ist kompatibel.

1.2.2 Induzierte Resistenz

Neben den bereits dargestellten Formen von Resistenz gegen phytopathogenen Organis-
men wird mit der Induzierten Resistenz (IR) eine weitere pflanzliche Abwehrreaktion
beschrieben, die eine Resistenz gegeniiber einem breiten Spektrum von Pathogenen
vermittelt (KESSMANN 1994, STICHER 1997). Diese unspezifische Form der Resistenz ist
definiert als eine Erhohung der pflanzeneigenen Widerstandsfiahigkeit nach Induktion
durch exogen applizierte Faktoren, welche biologischen (= biologisch Induzierte Resis-
tenz, BIR) oder auch chemischen (= chemisch Induzierte Resistenz, CIR) Ursprungs sein
konnen. Die Zeit zwischen Induktion und einsetzender Schutzwirkung dauert in der Regel
mehrere Tage (OOSTENDORP ef al. 1996). Bei der IR handelt es sich um einen Prozel3, der
sowohl die Auslosung und Verstirkung zelluldirer Abwehrmechanismen umfaflt, als auch
die erhohte Bereitschaft der Pflanze beinhaltet, schneller auf einen Pathogenbefall zu
reagieren (HAMMERSCHMIDT 1993). Dieser Zustand erhohter Abwehrbereitschaft wird

auch als Sensibilisierung (sensitizing) oder priming charakterisiert (CONRATH et al. 2001)



EINLEITUNG

und kann mehrere Tage, Wochen oder sogar Monate andauern (HAMMERSCHMIDT 1993,
SCHNEIDER ef al. 1996). Da diese Resistenz rassenunabhingig und in der Regel nicht zu
einem vollkommenen Schutz der Pflanze fiihrt, kann die IR auch als eine Verstarkung der

horizontalen Resistenz angesehen werden (HUCKELHOVEN 1999).

1.2.2.1 Biologisch Induzierte Resistenz

Das Phidnomen der IR wurde bereits Anfang des 20. Jahrhunderts entdeckt und von
verschiedenen Phytopathologen beschrieben (CARBONE und ARNAUDI 1930, CHESTER
1933, GAUMANN 1946). Sie zeigten den Zusammenhang zwischen einer Erstinfektion und
der erhohten Abwehrbereitschaft der Pflanze gegeniiber einem nachfolgenden Befall. Es
wurde damals schon ein Signal vermutet, welches im infizierten Blatt produziert und
anschliefend in andere Bereiche der Pflanze verbracht wird, wo es Resistenz induziert. Je
nachdem, ob die Induktion der Resistenz auf das primédr befallene Blatt beschrinkt bleibt
oder auch in anderen Bereichen der Pflanze induziert wird, sprechen wir heute von lokal,
bzw. systemisch Induzierter Resistenz (SIR). Detaillierte Experimente von ROSS (1961) an
Tabak zeigten erstmalig, da3 eine Nekrosen verursachende Infektion der unteren Blattetage
mit TMV (Tabakmosaikvirus) zu einer Induktion der Resistenz auf hoher gelegenen Blatt-
etagen flihrt. Er nannte diese Form der biologisch induzierten Resistenz systemic acquired
resistance (SAR). Der von ROss (1961) gepriagte Begriff der SAR wurde spéter auf weitere
Formen der IR iibertragen und sorgt bis heute fiir unklare Aussagen iiber die eigentlich
beschriebene Resistenzphdnomene.

Aufgrund der Akkumulation von Salicylsdure (SA) in befallenen wie auch in entfernt
liegenden, nicht befallenen Bereichen der Pflanze wurde SA lange Zeit als das systemisch
vermittelnde Signal angesehen, welches fiir die Ausprdagung der SAR verantwortlich ist. Es
zeigte sich, dall der endogene SA-Gehalt mit der Expression von PR-Proteinen (vgl. Kap.
4.1) und der Resistenz korreliert (ENYEDI ef al. 1992, YALPANI et al. 1993). Transgene
Tabak- und Arabidopsis-Pflanzen, bei denen eine Akkumulation von SA durch die konsti-
tutive Expression einer bakteriellen Salicylathydroxylase (NahG) aus Pseudomonas putida
verhindert wird, halfen bei der Aufklidrung der Rolle der SA bei der SAR. Die Salicylathy-
droxylase metabolisiert SA zu SAR-inaktivem Catechol. NahG-Pflanzen konnen deshalb
nach einem Pathogenbefall keine SA mehr akkumulieren, die Expression SAR-spezifischer

Gene unterbleibt und die Pflanzen sind weiterhin anfillig gegeniiber einer sekundéren
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Infektion. Pfropfungsexperimente an Tabakpflanzen von VERNOOU et al. (1994) zeigen,
dal} infizierte Wurzelstocke von NahG-Pflanzen auch ohne Akkumulation von SA in
aufgepfropften Wildtyp-Sprossen in der Lage sind, eine Resistenz zu induzieren. Anderer-
seits sind Wurzelstocke von nicht transgenen Wildtyppflanzen nicht in der Lage, in
aufgepfropfien NahG-Sprossen eine SAR aufzubauen. Im Gegensatz zu NahG-Pflanzen
zeigen transgene Tabakpflanzen, welche eine konstitutiv erhohte SA-Biosynthese haben
(CSA, constitutive SA biosynthesis), auch eine konstitutive SAR-Genexpression sowie eine
erhohte Resistenz gegen Pathogene (VERBERNE et al. 2000). All diese Experimente
belegen, dal SA nicht das in hoher gelegene Bereiche der Pflanze translozierte Signal-
molekiil ist, aber trotzdem ein wichtiges Element bei der Etablierung der SAR ist. Das
eigentliche systemische Signal entsteht unabhidngig von SA und konnte bis heute nicht
identifiziert werden.

In den letzten Jahren wurden die Experimente von ROSS (1961) von vielen Arbeitsgruppen
wieder aufgegriffen und das breite Spektrum der SAR demonstriert. Mittlerweile konnte
fiir viele, meist jedoch dikotyle Pflanzen die Ausprdagung der SAR nachgewiesen werden
(STICHER et al. 1997). Zu den am besten charakterisierten Pflanzen gehoren Tabak und
Gurke, aber auch Arabidopsis thaliana. Die Modellpflanze der Pflanzengenetik wird
hiufig dazu verwendet, die Mechanismen, welche der SAR zugrunde liegen, aufzukliren
(UKNES ef al. 1992, KESSMANN et al. 1994, LAWTON et al. 1994, VAN WEES et al. 2000).
Das Spektrum an Pathogenen, gegen welche die SAR wirksam ist und die biochemischen
Schutzmechanismen, die eingeleitet werden, sind charakteristisch fiir die Pflanzenart und

unabhéngig vom auslosenden Pathogen (MADAMANCHI und KUC 1991, Oostendorp et al. 1996).

PIETERSE et al. (1998), VAN LOON et al. (1998), PIETERSE und VAN LOON (1999) fanden
neben der durch Pathogene ausgeldsten Form der IR eine weitere, welche durch wurzelbe-
siedelnde Bakterien bewirkt wird. Da diese Form der IR einerseits durch nicht-pathogene
Organismen hervorgerufen wird und andererseits iiber andere Signalkasskaden (Jasmonat-
und Ethylen-abhédngig) ablduft als die SAR, fiihrten sie zur Abgrenzung von dieser den
Begriff induced systemic resistance (ISR) ein.

Neben den biologisch Induzierten Resistenzen gibt es eine weitere Form der Resistenz,
welche durch Applikation natiirlicher oder auch chemischer Substanzen hervorgerufen

werden kann. Diese Form der IR nennt man chemisch Induzierte Resistenz (CIR).
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1.2.2.2 Chemisch Induzierte Resistenz

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl natiirlich vorkommender und synthetischer
Substanzen auf eine resistenzinduzierende Wirkung untersucht. Substanzen, welche diese
Wirkung haben, nennt man Resistenzinduktor. Nach SCHNEIDER ef al. (1996) und KESSMANN
et al. (1994) sollte ein potentieller Resistenzinduktor folgende Eigenschaften haben:

a) Durch Applikation kommt es zu einer andauernden Aktivierung pflanzlicher Abwehr-
mechanismen, die zumindest zu einer partiellen Resistenz fiihren.

b) Die Substanz sollte Schutz gegen ein breites Spektrum an Pathogenen vermitteln.

c¢) Der Induktor selbst, oder seine Metabolite, sollten keine antimikrobielle Wirkung haben.

1.2.2.2.1 Salicylsiaure und ihre Derivate

Salicylsdure (SA) spielt eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion nach einer Infektion
durch Pathogene (vgl. Kap. 4.1). Dies fiihrte zu der Annahme, dall exogen applizierte SA
moglicherweise als Resistenzinduktor agieren konnte. Es zeigte sich, dal eine exogene
Applikation von SA und einigen ihrer Derivate, wie Acetylsalicylsdure (Aspirin) oder
3,5-Dichlorsalicylsdure (DCSA) die Kriterien fiir Resistenzinduktoren erfillten (WHITE
1979, KESSMANN et al. 1994, KOGEL et al. 1995, BECKHOVE 1995 unverdffentlicht). Im
Gegensatz zu DCSA erwies sich die reine Form der SA jedoch als ungeeignet fiir eine lang
anhaltende Wirkung der CIR, da sie einerseits schnell zu nicht aktiven B-Glycosiden
umgewandelt wird (ENYEDI und RASKIN 1993, BIERMANN und KOGEL unverdffentlicht)
und andererseits schon bei geringer Uberdosierung zu phytotoxischen Effekten fiihrt

(KESSMANN ef al. 1994).

1.2.2.2.2 BTH und DCINA

In Anlehnung an die essentielle Rolle der SA bei der Auspriagung der SAR wurden synthe-
tische, funktionsanaloge Substanzen gefunden, welche in der Signaltransduktionskaskade
der SAR direkt am oder unterhalb (downstream) des Wirkortes der SA wirken. BTH
(Benzo(1,2,3)thiadiazol-7-carbothionsdure-S-methylester, auch Azibenzolar-S-thylester)
und DCINA (2,6-Dichlorisonikotinsdure) gelten derzeit als die potentesten
Resistenzinduktoren fiir dikotyle wie auch monokotyle Pflanzen (KOGEL et al. 1994,
GORLACH et al. 1996, STICHER et al. 1997). Fiir dikotyle Pflanzen konnte gezeigt werden,

daB beide Induktoren eine Resistenz gegen das gleiche Pathogenspektrum bewirken und
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auch das gleiche Set an Genen exprimiert wird wie bei der durch Mikroorganismen
(Bakterien, Viren, Pilze) ausgelosten SAR (FRIEDRICH et al. 1996, LAWTON et al. 1996,
METRAUX et al. 1991, WARD et al. 1991). In Monokotylen (Gerste, Weizen, Reis und
Mais) dagegen ist bisher nur eine Wirkung gegentiber Pilzen beschrieben worden (KOGEL
et al. 1994, GORLACH et al. 1996, SCHWEIZER et al. 1997, MORRIS et al. 1998). KOGEL et
al. (1994) konnten anhand des Pathosystems Gerste-Echter Gerstemehltau zeigen, da3 CIR
durch DCINA die Phinokopie eines auf einem Resistenzgen (Mlg) basierenden Abwehr-
mechanismus darstellt. In Weizen und Gerste wurden nach Behandlung mit Resistenz-
induktoren eine Reihe von pathogeneseunabhéngigen Genen identifiziert, welche aufgrund
ithrer hohen Spezifitit fiir chemische Induktion als Markergene fiir die CIR angesehen
werden (GORLACH et al. 1996, BEBER et al. 2000). Das Spektrum dieser Gene ist weit
gefichert, doch ihre Bedeutung fiir die CIR konnte bisher nicht eindeutig geklart werden.
GORLACH et al. (1996) identifizierten nach Induktor-Behandlung (BTH, DCINA, SA) von
Weizen finf WCI-Gene (wheat chemically induced genes). Unter den Genprodukten
befinden sich eine Lipoxygenase (WCI-2), eine Cysteinproteinase (WCI-4) sowie drei
weitere mit unbekannter Funktion (WCI-1, WCI-3, WCI-5). WCI-3 weist am C-Terminus
eine Homologie zu dem Produkt eines Stressgens von Reis auf.

BEBER et al. (2000) identifizierten iiber ein differentielles screening (suppressive Subtrakt-
ionshybridisierung) in DCINA-behandelter Gerste neun chemisch induzierte Gene, welche
sie als BCI-Gene (barley chemically induced genes) bezeichneten. Die BCI-Gene codieren
fiir eine Lipoxygenase (BCI-1), ein Thionin (BCI-2), eine saure Phosphatase (BCI-3), ein
Ca**-bindendes EF-hand-Protein (BCI-4), ein Serin-Proteinaseinhibitor (BCI-7), eine
Fettsduredesaturase (BCI-8), eine Apyrase (BCI-9) sowie zwei weitere Proteine mit unbe-
kannter Funktion (BCI-5, BCI-6). Fiir BCI-4 konnte gezeigt werden, da} eine transiente
Uberexpression des Gens in nicht induzierten, anfilligen Gerstensorten zu einer deutlichen
Reduktion der Penetrationseffizienz von Echtem Gerstenmehltau fiihrt (BEBER 2001).

Fir BTH wurde die Genehmigung fiir die Anwendung als Pflanzenstiarkungsmittel im
Anbau von Weizen, Reis, Bananen, Gemiise und Tabak erteilt (ROBERTS und HUTSON
1999) und ist seitdem auch kommerziell erhéltlich. Das BTH-Produkt fiir den Weizen-
anbau wurde vor kurzem, aufgrund der geringen Akzeptanz der meisten Landwirte
gegeniiber Substanzen, welche keinen 100%igen Schutz gegen phytopathogene

Organismen bewirken, aus 6konomischen Griinden aus dem Handel genommen.
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1.2.2.2.3 BABA

Einige Untersuchungen belegen, dafl die nicht-proteinogene Aminoséure D,L-f-Amino-
buttersdure (BABA) oder ihr 3-(S)-Enantiomer zumindest in dikotylen Pflanzen eine
Resistenz gegeniiber verschiedenen Pathogenen bewirkt (SCHNEIDER ef al. 1996, HWANG
et al. 1997, SIEGRIST et al. 2000, ZIMMERLI et al. 2000). Teilweise konnten auch kurative
Effekte einer BABA-Behandlung dokumentiert werden (COHEN 1995, TOSI et al. 1998).
Die genaue Wirkung von BABA ist jedoch ungeklirt und wird kontrovers diskutiert.
BABA wird systemisch in der Pflanze transportiert und fiihrt zur Induktion von Abwehr-
mechanismen, die teilweise flir SAR typisch sind. COHEN et al. (1994) fanden heraus, daf3
eine Behandlung von Tomatenpflanzen mit BABA zu einer Akkumulation von PR1, einem
Marker der SAR in Dikotylen, fiihrt. In Tabak wurde die resistenzinduzierende Wirkung
von BABA gegeniiber TMV als Folge der Bildung nekrotischer Mikro-Léisionen und der
damit verbundenen Induktion des SA-abhingigen SAR-Signalweges erklért (SIEGRIST et
al. 2000). Dagegen sprechen jedoch die Ergebnisse von MAUCH-MANI (1999) und
ZIMMERLI et al. (2000), die zeigen, daB3 in Arabidopsis die Resistenzinduktion nicht iiber
Akkumulation von SA und den Signaltransduktionsweg der SAR ablduft und auch kein
Zusammenhang mit dem Jasmonat- und Ethylen-abhédngigen Signalweg der ISR besteht.

1.2.2.2.4 Andere Substanzen

Neben den bereits erwdhnten Resistenzinduktoren gibt es noch eine Anzahl an weiteren
Substanzen, welche nach lokaler Applikation oft Lésionen hervorrufen und so die biolo-
gische Induktion der SAR kopieren. Hierzu gehoren verschiedene Salze, wie anorganische
Phosphate, Silicate und Oxalate (MUCHARROMAH und KUC 1991, STICHER et al. 1997)
sowie ungesittigte Fettsduren (Cohen ef al. 1991). Eine weitere Gruppe von Substanzen
mit resistenzinduzierender Wirkung bilden verschiedene Elicitormolekiile biologischen
Ursprungs wie Arachidonsdure, Chitosan, cytotoxische Elicitine (z.B. Cryptogenin),
Harpine von phytopathogenen Bakterien und einem unbekannten Wirkstoff aus dem
Kulturfiltrat eines Bacillus subtilis-Stammes (B50; SCHNEIDER et al.1996, STEINER et al.
1988). Fiir BS0 konnte eine gute Wirksamkeit in einer Reihe von Wirt-Parasit-Systemen
insbesondere mit Echten und Falschen Mehltaupilzen sowie Rosten gezeigt werden
(STEINER et al. 1988, STEINER und SCHONBECK 1997). Die Isolation der wirksamen

Komponente steht bis heute noch aus.
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1.3 Abwehrmechanismen der Pflanze und Signalwege der IR

1.3.1 Priformierte Komponenten der Abwehr

Unter priaformierten Komponenten der Abwehr werden physikalische und biochemische
Abwehrmechanismen der Pflanze zusammengefa3t, welche nicht induziert werden und be-
reits vor dem Kontakt mit einem Pathogen vorhanden sind. Die Ausprigung der einzelnen
Faktoren ist vom physiologischen Zustand und Entwicklungsstatus der Pflanze abhingig
und leistet somit auch einen Beitrag zur sogenannten Altersresistenz.

Zu den physikalischen Abwehrmechanismen gehdren einerseits mechanische Barrieren,
wie die epikutikulire Wachsschicht, die Kutikular, die Zellwand, wobei Aufbau und
Zusammensetzung (z.B. Lignifizierungsgrad) eine entscheidende Rolle spielen, anderer-
seits aber auch das Fehlen bestimmter struktureller Erkennungsfaktoren fiir das Pathogen
(AGRIOS 1997, SCHLOSSER 1997).

Die biochemischen Komponenten der Abwehr konnen einfach strukturiert oder sehr
komplex aufgebaut sein und stammen aus den unterschiedlichsten Stoffwechselwegen der
Pflanze. Zu den einfacher aufgebauten Molekiilen gehdren Metaboliten des Sekundérstoft-
wechsels wie Senfole, Saponine und andere Phytotoxine, Stoffe mit enzyminhibierender
Wirkung wie verschiedene Proteaseinhibitoren, Gerbstoffe und Phenole aber auch einfache
Peptide mit antimikrobieller Wirkung in Speicher- und generativem Gewebe. Zu den
komplexer aufgebauten Komponenten zihlen kohlenhydratbindende Lectine, hydrolytische
und inhibierende Enzyme wie RIPs (ribosomeninaktivierende Proteine), Defensine und
Snakins (STIRPE et al. 1992, BROEKAERT et al. 1995, AGRIOS 1997, SCHLOSSER 1997, SEGURA
et al. 1999, HEATH 2000). Wie auch bei den physikalischen Komponenten der Abwehr kann
das Fehlen von Faktoren, wie fiir das Pathogen essentielle Substanzen oder Rezeptoren flir

wirtspezifische Toxine, zu einer Resistenz fiihren (AGRIOS 1997, SCHLOSSER 1997).

1.3.2 Aktivierte Abwehrmechanismen

Durch den Kontakt eines Pathogens mit einer Pflanze wird eine Reihe verschiedener
pflanzlicher Abwehrmechanismen, welche physikalischer oder biochemischer Natur sind,
ausgelost. Die Erkennung des Pathogens erfolgt hierbei iiber direkt oder indirekt vom Pilz
freigesetzte Stoffe, sogenannte Elicitoren. Elicitoren kdnnen das Produkt eines Avirulenz-

gens oder durch Enzymaktivitét freigesetzte Zellwandbestandteile des Pathogens bzw. der
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Pflanze sein. Die Erkennung des Elicitors erfolgt liber plasmamembrangebundene oder
cytosolische Rezeptoren der attackierten Pflanzenzelle und fiihrt {iber verschiedene
Signaltransduktionswege zu einem komplexen Netzwerk an Abwehrmechanismen
(SCHEEL 1998).

Die meisten phytopathogenen Organismen miissen fiir eine erfolgreiche Besiedlung in das
Gewebe der Pflanze eindringen. Durch Abgabe von lytischen Enzymen und Einsatz von
oft hohem mechanischen Druck versucht das Pathogen die Zellwand zu penetrieren. Die
Pflanze versucht ihrerseits dieses durch eine Verstirkung der Zellwand an der Penetra-
tionsstelle zu verhindern. Dies wird durch Ablagerung von Zellwandmaterial, insbesondere
Callose (poly-pB-1,3-Glucan), Lignin (AIST und ISRAEL 1986, MOERSCHBACHER et al.
1990), Suberin, und hydroxyprolinreiche Glykoproteine (BESTWICK et al. 1995) sowie
deren Vernetzung oder Polymerisation (BRISSON et al. 1994) erreicht. Dieser sehr friih in
die Wirt-Parasit-Interaktion eingreifende lokal eng begrenzte Abwehrmechanismus der
Bildung von Zellwandappositionen (Papillen) verwehrt vor allem Pilzen aber auch
Bakterien den Zugang in die Zelle und stellt damit eine der wichtigsten Resistenzantworten
der Pflanze dar (AGRIOS 1997, SCHIFFER 1998). Weitere im Bereich der Zellwand titige
Komponenten sind Extensine, reaktive Sauerstoffintermediate (ROIls, reactive oxygen
intermediates, z.B. H,0,) und diverse Phytoalexine (HAMMOND-KOSACK und JONES 1996).
Diese Substanzen wirken auf verschiedene Art und Weise toxisch auf das Pathogen und
somit verstiarken sie indirekt die Penetrationsresistenz, da das Pathogen in seiner Vitalitit
beeintrachtigt wird.

Versagt die pflanzliche Abwehr auf der ersten Ebene und die attackierte Zelle wird vom
Pathogen penetriert, kommt es hdufig zu einem weiteren induzierten Abwehrmechanismus
der Pflanze. Die Hypersensitive Reaktion (HR), die zum schnellen Absterben der betrof-
fenen oder auch mehrerer umgebener Zellen flihrt ist ebenfalls eine effektive Mal3nahme,
um viele Pathogene an ihrer Weiterentwicklung zu hindern. Besonders obligat biotrophen
Pathogenen, die fiir ihre Entwicklung auf intakte, lebende Zellen angewiesen sind, wird
durch das aktive Absterben einer einzelnen oder mehrerer Zellen die Lebensgrundlage
entzogen. Nekrotrophe Organismen konnten hierdurch eine Vorteil erlangen, da sie sich
von abgestorbenen Zellen erndhren. Bei der HR kommt es jedoch zu einer
Dekompartimentierung der Zelle, wobei moglicherweise antimikrobielle Substanzen wie

Phytoalexine aus der Vakuole oder anderen Zellkompartimenten freigesetzt werden.
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Auflerdem werden phenolischen Komponenten angereichert, die durch Polymerisation eine
Eingrenzung und auch Abtotung der Pathogene zur Folge haben koénnen (KucC 1995,
HAMMOND-KOSACK und JONES 1996, SCHEEL 1998).

Nach einem Befall durch Pilze, Bakterien und Viren oder einer Elicitorapplikation kommt
es wahrend der Pathogenese zur Akkumulation einer Reihe definierter Transkripte, deren
zugehorige Proteine kurze Zeit spiter nachzuweisen sind (BOWLES 1990, BOYD et al.
1994). Diese intra- oder extrazelluldr lokalisierten Proteine werden als pathogenesis
related proteins (PR-Proteine) bezeichnet. PR-Proteine haben unterschiedlichste
Funktionen werden heute in 14 Klassen eingeteilt, welche mit PR-1 bis PR-14 bezeichnet
werden (VAN LOON und VAN STRIEN 1999, COLLINGE et al. 2001). In Weizen konnten
bisher eine Reihe von PR-Proteinen nachgewiesen werden, welche 9 der 14 Klassen
zuzuordnen sind (MUTHUKRISHNAN et al. 2000). Hierunter befinden sich neben der
PR-1-Familie, deren Funktion bis heute unbekannt ist, auch noch hydrolytische Enzyme
wie Glucanasen (PR-2) und Chitinasen (PR-3), welche eine direkte zersetzende Wirkung
auf pilzliche Zellwinde haben sowie chitinbindende Proteine (PR-4) ohne
Chitinaseaktivitit (BRUNNER et al. 1998), Thaumatin dhnliche Proteine (PR-5),
Proteinaseinhibitoren (PR-6), Peroxidasen (PR-9), fungitoxische Thionine (PR-13) und
Lipid-Transfer-Proteine (LTP, PR-14).

In vereinzelten Féllen ist zwar die biologische Bedeutung von PR-Proteinen aufgeklért,
doch geht man davon aus, daBl es nach einem Pathogenbefall etwa 1000 Gene neu
exprimiert werden (COLLINGE et al. 2001). Nicht alle Genprodukte entsprechen der
klassischen Vorstellung eines PR-Proteins, da sie, neben der Induktion durch Pathogene,
teilweise auch gewebespezifisch in nicht infizierten Pflanzen, oder in verschiedenen
Entwicklungsstadien der Pflanze nachgewiesen werden konnen. Sie werden deshalb als
PR-like-proteins bezeichnet (VAN LOON 1999). Es zeigte sich jedoch, dal dies auch fiir
einen Teil der “klassischen” PR-Proteine zutrifft, da sie oftmals bei verschiedenen Stressen
oder in keimenden Samen exprimiert werden (COLLINGE et al. 2001), letzteres dient wohl
einem frilhen Schutz des empfindlichen Keimlings vor einem Pathogenbefall. In
verschiedenen Experimenten mit transgenen Tabakpflanzen konnte gezeigt werden, dal3
die konstitutive Expression eines einzelnen oder einer Kombination von PR-Genen eine
erhohte Resistenz gegeniiber Pathogenen bewirkte (ALEXANDER et al. 1991, JACH et al.

1995, STICHER et al. 1997). Es konnte allerdings bis heute noch nicht eindeutig gezeigt
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werden, dal das Ausschalten eines einzelnen PR-Gens zu einer erhohten Anfilligkeit
gegeniiber Pathogenen fiihrt (MUTHUKRISHNAN ef al. 2000). Neuste Untersuchungen
(SCHULTHEI8, HUCKELHOVEN, KOGEL, unverdffentlicht) deuten jedoch darauf hin, daf3 die
Unterdriickung der PRIb-Translation durch RNA interference (RNAi) zu einer erhdhten
Anfilligkeit von Gerste gegeniiber dem Echten Gersten Mehltaupilz fiihrt.

1.4 Das Pathosystem Weizen-Echter Weizenmehltau

1.4.1 Der Weizen

Im Laufe des letzten Jahrhunderts entwickelte sich Weizen neben Reis zum wichtigsten
Grundnahrungsmittel weltweit. Mit einer Jahresproduktion von derzeit knapp 600 Mio.
Tonnen (nach Angaben der FAO, Food and Agricultural Organisation of the United
Nations) wird mit Weizen ca. 35 % des Weltjahresbedarfs an Getreide gedeckt.

Die Kultivierung des Weizens begann um 7000 v.Chr. im euroasiatischen Raum. Hier
wurden Wildformen zundchst nur gesammelt und dann auch gezielt angebaut. Aus
spontanen Kreuzungen und natiirlichen Mutationen wurden neue Formen ausgelesen und
weiter vermehrt. Der heute zu 90% angebaute hexaploide Weich- oder auch Brotweizen
(Triticum aestivum L.) ist aus drei verschiedenen Wildformen entstanden. Vermutlich
entstand zuerst aus Wildformen des Einkorn (7. urartu) und des Spelzweizens (Aegilops
speltoides) unter Beibehaltung der beiden vollstindigen (diploiden) Chromosomensitze
der tetraploide wilde Emmer (7. dicoccoides). Durch Zusammenlagerung mit einem
weiteren Wildweizen (7. tauschii) sind schlielich Dinkel (7. spelta) und der Kulturweizen
(T. aestivum) hervorgegangen. Der tetraploide Hartweizen (7. durum), dem mit 10 %
Anteil an der Weltweizenernte ebenfalls eine wirtschaftliche Bedeutung zukommt, ist auf
die Linie des wilden Emmers zuriickzufiihren (FRANKE 1989).

Durch Anpassung und Selektion entstanden viele verschiedene Weizensorten mit
unterschiedlichsten Eigenschaften. Noch Ende des 19. Jahrhunderts gab es in Mitteleuropa
iiber tausend verschiedene Sorten, deren Namen hdufig etwas iiber das Herkunftsgebiet
aussagten (z.B. Hessischer Landweizen, Angerer Frith oder Nordstrandweizen). Durch die
Entwicklung moderner Hochleistungssorten, die in einer vereinheitlichten landwirt-
schaftlichen Praxis mit mineralischer Diingung, synthetischem Pflanzenschutz und

gegebenenfalls Bewésserung hohe Ertrdge bringen, ging jedoch die genetische Vielfalt des
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Weizen verloren. Der wichtigste Verwendungszweck des Weizens ist die Herstellung von
Mehl fiir Brot und Gebéck. Er wird aulerdem bei der Herstellung von Friihstiicksflocken
und Weizenkeimdl sowie in begrenztem Malle zur Produktion von Bier (Weilbier),
Whisky, industriellem Alkohol, Kaffee-Ersatz und Stirke eingesetzt. Qualitativ
geringwertige Sorten und Nebenprodukte, die beim Mahlen, Brauen und Destillieren
anfallen, verwendet man als Viehfutter. Der Hartweizen wird hauptsichlich zur
Herstellung von Teigwaren (Nudeln) und Griel3 verwendet.

In den geméiBigten Zonen Mitteleuropas wird hauptsichlich die gegen Kilte unempfind-
liche Winterform des Weichweizens in Kultur genommen. Winterweizen wird Ende
Oktober bis in den Dezember hinein ausgesdt. Niedrige Temperaturen knapp iiber dem
Gefrierpunkt bewirken bei der keimenden Saat einerseits eine Anpassung gegeniiber
Frosten wihrend der Wintermonate, andererseits 16sen sie gleichzeitig den Vernalisations-
reiz aus, der zu einer beschleunigten Blithentwicklung im Friihjahr fithrt (SCHUCHERT und
MEYER 1992). Wihrend der Vegetationsperiode kommt der Weizen mit einer Vielzahl an
phytopathogenen Organismen in Kontakt, unter denen Mehltaupilze zu den gréf3ten Ernte-
verlusten beitragen (KOLBE et al. 1984). Weizen besitzt gegeniiber dem Echten Mehltau
eine Reihe an Resistenzgenen (Pmy (;.27)). POWERS und SANDO (1957) konnten zeigen, daf3
das Gen-fir-Gen Modell von FLOR (review 1971) auch auf das Pathosystem Weizen-
Weizenmehltau libertragbar ist (vgl. auch Kap. 4.3).

Aufgrund der extrem schnellen Windverbreitung von Mehltauisolaten, von ca. 110 km/Jahr
(LiMPERT 1987), konnte sich bisher keine Sorte mit neu eingekreuzten Resistenzgenen
lange gegen das Auftreten von virulenten Isolaten behaupten (HERMANSEN et al. 1978,
FELSENSTEIN 1991). Obwohl es schon verschiedene Ansétze der Ziichter gab, verschiedene
Resistenzgene miteinander zu kombinieren, ist der Einsatz von Fungiziden bis heute noch
das einzige zuverldssig wirkende Mittel zur Mehltaubekdmpfung im Weizenanbau. Aus
Okologischen Griinden ist es deshalb unabdingbar, neue Pflanzenschutzkonzepte zu
entwickeln, welche die Umwelt schonen und trotzdem eine wirtschaftlich vertretbare

Bekampfung des Mehltaus ermoglichen.
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1.4.2 Der Echte Weizenmehltaupilz

Der Echte Weizenmehltaupilz (Blumeria graminis f.sp. tritici, Synonym: Erysiphe
graminis f. sp. tritici, s. Abb. 1) ist im mittel- und nordeuropéischen Raum ein wirtschaft-
lich sehr bedeutendes Pathogen. Er tritt wegen der flir ihn giinstigen Bedingungen eines
gemdfigten Klimas regelmiBig und oftmals epidemisch auf und kann beachtliche Schaden
verursachen, welche im Einzelfall 25 % Ertragsverlust ibersteigen (HOFFMANN und
SCHMUTTERER 1983). Systematisch gehort der Echte Weizenmehltau zu den Erysiphales,
einer Ordnung des Stammes der Ascomycota. Er ist ein obligat biotrophes Pathogen, wel-
ches sich durch ein ektoparasitisches Myzel und eine intrazellulire Haustorienbildung im

periplasmatischen Raum der Epidermiszellen des Wirtes auszeichnet (JORGENSEN 1988).

Abb. 1: Blumeria graminis f. sp. tritici auf Weizen.

A: Schematische Darstellung mehltauinfizierter Epidermiszellen. Der Pilz hat die Epidermiszellen penetriert
und fingerformige Haustorien (Hau) ausgebildet. An Sporentridgern mit keuliger Basalzelle (Bz) entstehen
Sporenketten mit 8-10 Konidien (K), die iiber den Wind verbreitet werden. B: Befall mit Echtem
Weizenmehltau an Stengel, Ahre und Blatt. Vor der Abreife des Weizens bildet das Pilzmyzel schwarze,
kugelige Cleistothecien (C) mit Ascosporen, die aus der (pseudo)sexuellen Vermehrung des Pilzes stammen

(entnommen aus: HOFFMANN & SCHMUTTERER 1999).
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Der asexuelle Entwicklungszyklus von Blumeria graminis f. sp. tritici beginnt sobald eine
Konidiospore auf die Oberfliche eines Weizenblattes gelangt. Bereits nach ca. 15 min.
beginnt die Keimung der Spore mit einem priméren Keimschlauch (PGT; primary germ
tube). Dieser dient der Spore als Haftorgan und zur Wasseraufnahme. Dies bedingt, daf3 die
Kutikula der Weizenzelle zumindest angelost werden muf3, da sie nicht permeabel fiir
Wasser ist. Die Zellwand wird hierbei nicht penetriert. Nach ca. einer weiteren Stunde
konnen erste Reaktionen der Pflanzenzelle auf den Pathogenbefall beobachtet werden. In
der Zelle kommt es unterhalb des PGT zu einer Aggregation von Cytoplasma (BECKHOVE
et al. 1996, HEITEFUSS 2001). Als erste sichtbare Abwehrreaktion der Pflanze beginnt
hiermit die Bildung einer Papille (Zellwandapposition) unterhalb des PGT. Dieser Vorgang
dauert etwa 7 Stunden an. Wihrend dieser Zeit (ab ca. 3 hpi) keimt der appressoriale
Keimschlauch der Konidie aus und kriimmt sich nach einer Septenbildung auf die Zelle.
Dort wird ein Appressorium (APP) ausgebildet, welches beginnt die Zellwand aufzulsen,
um diese anschliefend mit einem Penetrationskeil zu durchdringen. Ab ca. 12 hpi kommt
es in der Pflanzenzelle zu starken Cytoplasmaaggregationen unterhalb des Appressoriums.
Die Zelle beginnt mit der Bildung einer Papille, um den Pilz daran zu hindern die Zellwand
zu penetrieren. In kompatiblen Interaktionen schafft es der Pilz meistens die Papille zu
durchbrechen (ca. 16-20 hpi) und im periplasmatischen Raum ein Haustorium (HAU), das
Ernidhrungsorgan des Pilzes, zu differenzieren. Uber das Haustorium werden der Pflanzen-
zelle Nahrstoffe entzogen und der Pilz beginnt verlingerte sekundidre Hyphen (ESH;
elongated secondary hyphae) zu bilden. Auf die Penetration der Zelle reagiert die Pflanze
in manchen Fillen, wie auch von resistenten Weizensorten bekannt, mit einer HR (vgl.
Kap. 3.2). Das bedeutet, daB3 die infizierte Zelle aktiv abstirbt und somit dem obligat
biotrophen Pilz die Nahrungsgrundlage entzieht. Bei diesem altruistischen Zelltod werden
phenolische Substanzen in die Zellwand eingelagert, die bei UV Anregung im Mikroskop
durch ihre Autofluoreszenz gut sichtbar sind. Kommt es nicht zu einer HR, verzweigt sich
im weiteren Verlauf der Infektion das Pilzmyzel, und weitere Zellen werden penetriert. Es
bilden sich sekundidre Haustorien, die wiederum der Pflanze Nahrstoffe entziehen. Nach-
dem sich der Mehltau netzartig iiber das Blatt ausgebreitet hat, wird der asexuelle Entwick-
lungszyklus des Mehltaus nach ungefihr 7 Tagen abgeschlossen. Es bilden sich Konidien-
trager, an denen Sporen abgeschniirt werden, die nun iiber den Wind verbreitet in der Lage

sind, weitere Weizenpflanzen zu infizieren. Vor der Abreife des Weizens vollendet der Pilz
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seinen Lebenszyklus mit einer sexuellen Phase. Die Ascocarpentwicklung von Blumeria
entspricht nicht der im Allgemeinen beschriebenen Vorstellung der sexuellen Entwick-
lungsphase von Ascomyceten und wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Zusammen-
fassend beschreibt BRAUN (1995) die Entwicklung des Ascocarps als pseudosexuellen Typ,
bei dem es zur Cystogamie der einkernigen, haploiden Gametangien mit den Ascogonien
kommen kann, aber nicht muf3. Der Kontakt des Ascogoniums mit dem Gametangium
kann ausreichend sein die Entwicklung des Ascocarps zu initieren, so dafl es im Endeffekt
ohne Cystogamie zur Entwicklung von Cleistothecien kommen kann. Durch Autolyse
mehrerer Zellen des Ascocarps und anschlieBender sekundérer Dikaryotisierung kommt es
zur Initialisierung der Ascusbildung mit anschlieBender Meiose. Das Ascocarp wéchst zu
einem Cleistothecium aus, in dem sich zahlreiche Asci mit jeweils (4 —) 8 haploiden
Ascosporen befinden (ELLINGBOE 1972, GAUMANN 1946, HOFFMANN & SCHMUTTERER
1999). Der Mehltau iiberdauert so an Ernteriickstinden die Nachernteperiode und die
heiBen Sommermonate. Bei zunehmender Feuchtigkeit werden die Ascosporen aktiv
heraus geschleudert und beginnen erneut zu keimen. Der Mehltau iiberwintert in den
gemafligten Breiten Mitteleuropas hauptsdchlich als Myzel auf aufgelaufenem Ausfall-
getreide oder der neuen Generation des Winterweizens (WIESE 1977). In den trockenen
und kalten Regionen Nordamerikas und Kanadas iiberwintert der Pilz als Ascospore

(JORGENSEN 1988).

1.5 Zielsetzung

Die systemisch Induzierte Resistenz (SIR) ist ein seit langem bekanntes Phédnomen,
welches einer Pflanze durch Aktivierung der pflanzeneigenen Abwehrmechanismen einen
lang anhaltenden Schutz gegeniiber einem breiten Spektrum an Pathogenen verleiht. In
letzter Zeit wurden chemische Substanzen gefunden, welche das biologische Prinzip der
SAR kopieren, und ebenfalls eine lang anhaltende Resistenz von Pflanzen bewirken. Mit
solchen sogenannten Resistenzinduktoren, welche keine direkte Wirkung auf Pathogene
haben, besteht heute die Moglichkeit, neue umweltschonende Pflanzenschutzkonzepte zu
entwickeln. Uber die Wirkungsweise von Resistenzinduktoren in Getreide ist bis heute

wenig bekannt.
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Ziel dieser Arbeit war es, anhand von BTH, einem neu entwickelten Resistenzinduktor,
den Mechanismus der chemisch Induzierten Resistenz (CIR) im Pathosystem Weizen-
Echter Weizenmehltau aufzukliren. Ein wichtiger Aspekt war die cytologische Analyse
der induzierten pflanzlichen Abwehrmechanismen, welche die Resistenz des Weizens
gegeniiber dem Echten Mehltau verursachen. Aufgrund voran gegangener Untersuchungen
zur Wirkungsweise von DCINA und DCSA im System Gerste-Echter Gerstenmehltau war
ein zentraler Punkt die Bedeutung von Papillenbildung und HR fiir die Resistenzantwort
des Weizen aufzukliren.

In Weizen und Gerste wurden nach chemischer Induktion der Resistenz eine Reihe von
Genen (BCI- und WCI-Gene) identifiziert, welche als Markergene fiir die CIR in Getreiden
angesehen werden. Die Bedeutung dieser Gene fiir die CIR konnte bisher nicht geklért
werden. Ein Ziel war deshalb, in histologischen, biochemischen und molekularbiolo-
gischen Untersuchungen, Hinweise auf die Rolle von WCI-1, WCI-3, LOX2HvI (BCI-1)
und PR-I bei der Pathogenabwehr des Weizens zu finden. In Northernblot Analysen
sollten die zeitlichen Expressionsmuster der Gene bei unterschiedlichen Applikationsarten
des Induktors (Bodenbehandlung, Spriihapplikation) analysiert werden. Ebenfalls sollten
nach zusdtzlicher Inokulation chemisch induzierter Pflanzen Priming-Effekte beziiglich der
Genexpression aufgezeigt werden.

In situ Hybridisierungen geben aufgrund der gewebespezifischen Lokalisation spezifischer
m-RNAs Einblicke in die Funktion der untersuchten Gene. Deshalb mufite zundchst ein
Protokoll zur in situ Hybridisierung in Getreideblittern erstellt und im Labor etabliert
werden. AnschlieBend galt es durch in situ Expressionsanalysen zu mehreren, frithen
Zeitpunkten nach einer Induktorbehandlung Auskunft iiber die Lokalisation von Trans-
kripten, Gewebedispositionen, die Ausbreitung von Signalen innerhalb des Blattes und
eine direkte Beteiligung der Genprodukte an der Pathogenabwehr geben zu kénnen. Auch
hierbei war es wichtig zu zeigen, ob verschiedene Applikationsarten einen Einflul auf die

Genexpressionsmuster in unterschiedlichen Gewebestrukturen haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzen und Pathogenmaterial

2.1.1 Weizenkultivar

Das in allen Versuchen mit Weizen verwendete Weizenkultivar war Kanzler. Die
suszeptible Sorte Kanzler ist ein Winterweichweizen, der keine bekannten Resistenzgene
gegen Weizenmehltaupilze tragt.

Das Saatgut stammte von der Saatzucht Engelen-Biichling oHG, Biichling/Oberschneiding.

2.1.2 Gerstenkultivar

Das zu Kontrollzwecken bei den in situ Hybridisierungen verwendete Gerstenkultivar war
Sultan 5. Das Kultivar Sultan 5 trdgt doppelhaploid das Resistenzgen Mla-12.

Die Sorte Sultan 5 stammte von DR. J.H. JORGENSEN, Agricultural Research, Risg National
Laboratory, Roskilde, Ddnemark.

Die Vermehrung der Gerstenpflanzen wurde am Max-Planck-Institut fiir Ziichtungs-
forschung (MPIZ) in Ko6ln durchgefiihrt. Das Saatgut wurde von Dr. PAUL SCHULZE-
LEFERT, MPIZ, K&In, zur Verfligung gestellt.

2.1.3 Anzuchtbedingungen der Pflanzen

Vor der Aussaat der Pflanzen wurden die Korner 24 h in mit feuchtem Filterpapier
ausgelegten Petrischalen vorgekeimt. AnschlieBend wurden jeweils 5 Koérner in 200 ml
Topfen in einer Reihe ausgelegt, mit Erde bedeckt und bewissert. Die Anzucht der
Pflanzen erfolgte entweder in einem Gewédchshaus mit 16 h Zusatzbeleuchtung oder in
Phytokammern unter kontrollierten Bedingungen, bei 16- 18 °C, 60 % relativer
Luftfeuchtigkeit und einer Lichtperiode von 16 h mit einer Intensitit von ca. 100 uEm™s™.

Die Pflanzen wurden téglich mit Leitungswasser gegossen.
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2.1.4 Pathogenmaterial

Fiir Inokulationsexperimente mit Echtem Weizenmehltau (Blumeria graminis f. sp. tritici
[Bgt]; Synonym: Erysiphe graminis f.sp. tritici) wurde ein in Aachen selbst isoliertes
Freilandisolat verwendet.

Fiir Experimente mit Gerstenmehltau (Blumeria graminis f. sp. hordei [Bgh]; Synonym:
Erysiphe graminis f. sp. hordei) wurde die Rasse Egh A6 eingesetzt, welche das mit dem
Resistenzgen Mla-12 korrespondierende Avirulenzgen Avr a-12 tragt.

Die Mehltaurasse Bgh A6 stammte von DR. J. H. JORGENSEN, Agricultural Research, Riso

National Laboratory, Roskilde, Ddnemark.

2.1.5 Nachzucht der Pathogene

Eine Nachzucht der obligat biotrophen Mehltaupilze wurde jeweils auf dem
entsprechenden anfilligen Pflanzenmaterial durchgefiihrt. Die Vermehrung des
Weizenmehltaus fand auf der Weizensorte Kanzler, die des Gerstenmehltaus auf der
Gerstensorte Golden Promise statt.

Hierzu wurden wochentlich die entsprechenden Konidien stark befallener Pflanzen aus den
vorhergegangenen Nachzuchten iiber 7 Tage alten Pflanzen abgeschiittelt und diese somit
infiziert. Die Nachzucht der Pathogene fand unter den in Kapitel 2.1.3 genannten
Anzuchtbedingungen statt. Nach etwa einer Woche hatten die Mehltaupilze ihren
vegetativen Entwicklungszyklus auf den Pflanzen beendet und sporulierten. Das so
gewonnene Sporenmaterial konnte etwa eine Woche fiir Inokulationsexperimente
verwendet werden. Am Tag vor der Inokulation der Versuchspflanzen wurden die alten,
teilweise verklumpten Konidien von den Pflanzen der Nachzucht abgeschiittelt. Die sich
neu bildenden frischen Sporen hatten auf diese Art und Weise den gleichen
Entwicklungszustand, lieBen sich gleichmifig verteilten und wiesen eine hohe Keimrate

auf.

2.2 Behandlung der Pflanzen mit BTH

Der Resistenzinduktor BTH ist ein Benzothiadiazolderivat (Benzo[1,2,3]thiadiazol-
7-carbothionsdure-S-methylester; CGA-245704, Novartis, Basel, Schweiz), welches zur

besseren Applizier- und Losbarkeit in einer Formulierung (WP; wettable powder) mit 50 %
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aktiver Substanz vorlag. Zur Untersuchung der Wirkungsweise von BTH wurde an
14 Tage alten Pflanzen entweder eine Spriihbehandlung oder eine Applikation der
Substanz iiber den Boden (soil drench) durchgefiihrt. Im Falle einer Spriihbehandlung
wurde eine Losung von 100 ppm aktiver Substanz in A. dest. mit einer Zerstduberflasche
aus etwa 50 cm Entfernung iiber den Pflanzen verteilt bis die Blattoberflichen gleichméBig
benetzt waren und noch keine Tropfen der Losung an den Bléttern herunter liefen. Fiir eine
Applikation der Substanz {iber den Boden wurde zunédchst eine hoher konzentrierte Losung
angesetzt, welche nach Applikation iiber das GieBwasser eine Endkonzentration von
100 ppm aktiver Substanz bezogen auf das Bodenvolumen ergab. Mit einer Pipette wurde
eine Menge von 10 ml pro 200 ml Erde fassenden Topf gleichméBig tiber dem Substrat
verteilt. Um einen eventuellen Effekt der Formulierung ausschlieBen zu konnen, wurden

die Kontrollpflanzen mit der entsprechenden Konzentration an reinem WP behandelt.

2.3 Makroskopische Untersuchungen

Fiir makroskopische Untersuchungen wurden 14 Tage alte Pflanzen mit BTH oder WP
behandelt und die Blitter 4 Tage spéater (4 dpt, days post treatment) beidseitig mit einer
Dichte von 3-5 Konidien pro mm’ inokuliert. Diese Inokulationsdichte gewihrleistet, daB
sich die einzelnen Mehltaupusteln bei der Entwicklung der Sporentrdger nicht
iiberschneiden und so klar als Einzelereignis gewertet werden konnten. Nach 7 Tagen
wurde die Befallsdichte anhand der Anzahl der Mehltaupusteln auf der abaxialen und

adaxialen Seite der ersten, zweiten und dritten Blétter ausgezahlt.

2.4 Mikroskopische Untersuchungen

2.4.1 Inokulation

Fiir mikroskopische Untersuchungen wurden die adaxialen Seiten der Blétter mit einer
Dichte von 5-20 Konidien pro mm® inokuliert. Eine horizontale Lage der Blitter wihrend
der Inokulation, welche durch vorsichtige Fixierung mit Klebestreifen auf der Unterlage
erreicht wurde, sorgte flir eine gleichméfige Verteilung der Konidien.

Das Blattmaterial flir in situ Hybridisierungen (siche unten) wurde beidseitig durch
einmaliges Wenden der Topfe um 180° mit einer Dichte von 1-5 Konidien pro mm’

inokuliert.
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2.4.2 Entfirben und Fixieren von Ganzblattpriparaten

Durch Uberfiihrung von infiziertem Blattmaterial in Entfirbelosung wurde das Wachstum
von Pilz und Pflanze abgestoppt sowie das Chlorophyll, welches eine mikroskopische
Betrachtung des Pilzes stark beeintrichtigt, entfernt. Fiir den Entfairbevorgang wurden die
Blitter 7 cm unterhalb der apikalen Spitze abgeschnitten und in Entfarbelosung iiberfiihrt.
Nach einem Tag wurde die Losung erneuert und die Blattsegmente fiir mindestens einen
weiteren Tag entfirbt. Eine Lagerung der Blitter in der Entfarbelosung ist in
geschlossenen Gefdflen fiir mehrere Monate moglich. Durch den Entfirbevorgang wurden
ungekeimte Konidien abgespiilt, so dall es in der spdteren Auswertung nicht méglich war

Aussagen tiber einen moglichen EinfluB von BTH auf die Keimrate zu treffen.

o Entfirbelésung: Trichloressigsdure 0,15 % (w/v)

in Ethanol (96 %)/Chloroform 4:1(v/v)

2.4.3 Firben des Pilzgewebes

Zur besseren Identifizierung der einzelnen Pilzstrukturen wurden diese mittels eines
proteinspezifischen Farbstoffes angefiarbt. Hierzu wurden die Blattsegmente fiir 15s in
frisch angesetzter Farbelosung inkubiert, mit A. dest. gewaschen und anschlieBend in die

Mikroskopierlosung iiberfiihrt.

o Férbelosung: Coomassie Brilliant Blau R-250 in 0,6 % (w/v)
Methanol (vor Gebrauch 1x filtrieren)
TCA in H,O 15 % (w/v)

Die Farbelosung wird aus beiden Komponenten im Verhéltnis 1 : 1 frisch angesetzt

e Mikroskopierlgsung: Glycerol / A. dest. 1:1(v/v)

Eine weitere Methode, welche dhnlich gut im Féarbeergebnis jedoch weniger bestindig bei
langerer Lagerung der Proben ist, war eine Farbung der Pilze mit essigsaurer Tinte. Hierbei
wurden die Blattsegmente 1 min in essigsaurer Tinte inkubiert, mit A. dest. gewaschen und

dann in Mikroskopierldsung iiberfiihrt.
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o Essigsaure Tinte: 25 % Essigsdure : Tinte 9:1(/v)

(Konigsblau 4001, Pelikan, Hannover)

2.4.4 Mikroskopie

Die  mikroskopischen  Auswertungen der Blattpriparate wurden an einem
Universalmikroskop (Axioplan 2, Zeiss, Gottingen) mit Auflichtfluoreszenzeinrichtung
durchgefiihrt. Die Fluoreszenzeinrichtung fiir die UV-Anregung war mit einer
Quecksilberhochdrucklampe (HBO 50 W, Osram) bestiickt. Fiir eine selektive Anregung
im UV-Licht standen mehrere Filterkombinationen zur Verfligung. Fiir die Beobachtung
von autofluoreszierenden pflanzlichen Strukturen wurde eine Filterkombination mit einer
Anregungswellenlidge von 485 nm (BP 485), einem Farbteiler bei 510 nm (LT 510) und
einem LangpaBfilter bei 520 nm (LP 520) genutzt. Fiir eine bessere Auflosung von
schwach kontrastierten Feinstrukturen beim Mikroskopieren mit Durchlicht wurde mit
differenziellem Interferenz Kontrast (DIC) gearbeitet.

Die Auswertung der Mikroautoradiogramme der in situ Hybridisierungen wurde im
Dunkelfeld mit einem hochauflosenden Ultrakondensor (1,2/1,4 Ol; Zeiss; Nr. 445323)
durchgefiihrt. Eine zusitzliche Anregung mit UV-Licht sorgte, aufgrund unterschiedlicher
Emissionsspektren einzelner Zellstrukturen, fiir eine detailliertere Darstellung der

verschiedenen Blattgewebe.

2.4.5 Fotografie

Zum Fotografieren der Préparate wurde eine dem Mikroskop aufgesetzte Kamera mit
separater Belichtungseinrichtung verwendet. Als Filmmaterial fiir Durchlichtaufnahmen
wurden Ektachrom 64 T Kunstlichtdiafilme der Firma Kodak verwendet. Bilder bei
UV-Anregung sowie den radioaktiven insitu  Hybridisierungen wurden mit

lichtempfindlicheren Elitechrome Diafilmen (400 ASA; Kodak) aufgenommen.
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2.5 Grundlegende molekularbiologische Methoden

2.5.1 Plasmidvektoren

Die zu den mRNA der untersuchten Gene komplementéren cDNA waren in verschiedene
handelsiibliche Plasmidvektoren einkloniert. Die cDNA von WCI-1 und pHvPR-1b waren
in pBlueskript SK(+/-) (Stratagene, Heidelberg), die von WCI-3 in pCGN 1761 und die der
LOX2Hvl in pBK CMV (Stratagene) integriert. Im Laufe der Versuche wurden zur
spiteren Herstellung von RNA-Sonden Teile der LOX2HvI und WCI-3 in pGem-T
(Promega Corporation, Madison, WI USA) umkloniert. Die Plasmide mit WCI-1 und
WCI-3 (GORLACH et al. 1996) wurden von JORN GORLACH (Triangle Research Park, NC
USA), das Plasmid mit pHvPR-1b (BRYNGELSSON ef al. 1994) von DAVID COLLINGE
(Kopenhagen, Dianemark) und das Plasmid mit der LOX2HvI (VOROS et al. 1998) von
CLAUS WASTERNACK (IPB, Halle a. d. Saale, Deutschland) zur Verfligung gestellt.

Die Plasmide pBlueskript SK(+/-) und pBK CMYV besitzen Promotoren fiir die T3- und die
T7-RNA-Polymerase, pGem-T fiir die T7- und SP6-RNA-Polymerase. Das Plasmid
pCGN 1761 besitzt keine Promotoren fiir RNA-Polymerasen, welche bei der Herstellung
von RNA-Sonden genutzt werden konnten.

Zur Selektion erfolgreich transformierter Zellen sind die Plasmide pBlueskript SK(+/-) und
pGem-T mit einer Ampicillin-Resistenz und pBK-CMV mit einer Neomycin- sowie einer
Kanamycin-Resistenz ausgestattet. Die multiple cloning site (MCS) der Plasmide ist neben
den Promotoren fiir die RNA-Polymerasen noch mit verschiedenen Schnittstellen flir
Restriktionsenzyme ausgestattet und liegt innerhalb eines lacZ-aFragments der

3-Galaktosidase.

2.5.2 Klonierung von cDNA-Fragmenten
Da das Plasmid pCGN 1761 keine Promotoren fiir RNA-Polymerasen besitzt, muflte flir

die Herstellung von RNA-Sonden zur Detektion von Transkripten im Northernblot sowie
den radioaktiv durchgefiihrten in situ Hybridisierungen die cDNA von WCI-3 in den
Plasmidvektor pGem-T einkloniert werden. Bei den radioaktiven in situ Hybridisierungen
wurden neben den antisense Sonden sense Transkripte als Kontrollen bendtigt. Da die

Herstellung von beiden umgekehrt orientierten Stringen {iber die gesamte Linge der
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LOX2HvI — cDNA (3054 bp) durch in vitro Transription nicht mdglich war, wurde ein
1004 bp (2051 —3054) umfassendes Teilstiick der LOX2Hvl ebenfalls in pGem-T
einkloniert. Fiir die Klonierung der cDNA-Fragmente von WCI-3 und der LOX2HvI
wurden PCR-Produkte verwendet. Fiir diese PCR wurde eine DNA-Polymerase ohne
3’—>5’-Exonucleaseaktivitit verwendet. Dies fiihrt dazu, dal in den meisten Fillen ein
Desoxyadenosin ans 3’-Ende des Amplifikats angehéngt und nicht wieder entfernt wird.
Dieser sogenannte "A-Uberhang" wurde fiir die Methode des "7-A4-cloning" bendtigt.

Fiir die Klonierung wurde das pGEM®-T Vector System I (Promega, Madison, USA) nach
Herstellerangaben verwendet. Die Klonierungsreaktion und die damit verbundene

Zyklisierung des linearisierten Plasmides durch eine T4-Ligase wurde bei 4 °C iiber Nacht

durchgefiihrt.

2.5.3 Transformation

Fiir die Anreicherung der rekombinanten Plasmide wurden diese in chemisch kompetente
Bakterienzellen transformiert. Die kompetenten E. coli-Zellen des Stammes DHS5a,
hergestellt nach einer Methode von SAMBROOK et al. (1989), wurden von BIRGIT JAROSCH
zur Verfligung gestellt.

Fiir die Transformation wurden je 5 ul des Ligationansatzes (vgl. Kap. 2.5.3) zu 70 ul
frisch aufgetauter kompetenter E. coli-Zellen gegeben, vorsichtig vermengt und 30 min auf
Eis inkubiert. Die Aufnahme der Plasmid-DNA in die Zellen wurde anschlieBend durch
einen 45 s dauernden Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad initiiert. Nach dem Abkiihlen
der Probe auf Eis wurden 250 ul LB-Medium zugesetzt und 1h bei 37 °C geschiittelt.
Aliquots des Ansatzes wurden dann auf antibiotikumhaltige LB-Platten ausplattiert und der

Selektion auf erfolgreich transformierte Zellen unterzogen.
e LB-Medium:

10 g Pepton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; ad 1 1 mit A. dest. aufgefiillt ; pH 7,0 mit
NaOH eingestellt; autoklaviert
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2.5.4 Selektion

Die Selektion erfolgreich transformierter Zellen fand auf LB- Platten statt, welche mit dem
Antibiotikum angereichert waren, flir das die Plasmide die entsprechenden Resistenzgene
tragen. pBlueskript SK(+/-) und pGem-T tragen eine Ampicillin-Resistenz, pBK-CMV
eine Neomycin- sowie eine Kanamycin-Resistenz. Durch Aktivierung des ebenfalls auf
den Plasmiden lokalisierten mit Isopropylthiogalaktosid (IPTG) und Zugabe von 5-Brom-
4chlor-3indolyl-B -D-galaktopyranosid (xGal) als Substrat fiir die Galaktosidase konnte
gleichzeitig eine sogenannte Blau-Wei-Selektion auf korrekt insertierte cDNA
vorgenommen werden. Bei Insertion von cDNA in die MCS kann es nicht zur Bildung
einer funktionsfihigen B-Galaktosidase kommen. In Anwesenheit einer intakten
3-Galaktosidase wird xGal gespalten und ein blauer Farbstoff gebildet. Erfolgreich
transformierte Zellen mit insertierter cDNA im Plasmid konnten dementsprechend als
weille Kolonien identifiziert werden.

Hierzu wurden antibiotikumhaltige LB-Agarplatten mit einer Mischung aus 4 ul IPTG-
und 40 pl xGal-Stammlosung bestrichen und nach dem Trocknen Aliquots von 50 und

200 ul des Transformationsansatzes ausplattiert. Die Platten wurden anschlieBend bei

37 °C fur 16 h inkubiert.

. LBAntibiotikum_ Agarpla‘[ten:

1,5 % Agar in LB-Medium; nach dem Autoklavieren Zugabe von 100 pg/ml
Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin

e Ampicilin-Stammldsung:

50 mg/ml Ampicillin; unter Zugabe von 2 N NaOH in A. dest. gelost und sterilfiltriert

e Kanamycin-Stammlosung:

50 mg/ml Kanamycin; in A. dest. gelost und sterilfiltriert

e xGal-Stammlosung:

20 mg/ml xGal; in Dimethylformamid

e [PTG-Stammldsung:
200 mg/ml IPTG; in A. dest. gelost und sterilfiltriert
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2.5.5 Isolation von Plasmid-DNA aus transformierten E. coli Kulturen (Miniprep)

Zur Amplifikation und Isolierung der rekombinanten Plasmide wurden von als positiv
identifizierten Kolonien eine Fliissigkultur angesetzt. Mit einem sterilen Zahnstocher
wurden die einzelnen Kolonien in 4 ml LB-Medium, welches das entsprechende
Antibiotikums enthielt, iiberfiihrt und bei 37 °C iiber Nacht geschiittelt. In zwei
nacheinander folgenden Zentrifugationen in einem 2 ml Reaktionsgefal3 bei 20.000 g fiir je
10 min wurden die Bakterienzellen pelletiert und die Uberstinde verworfen. Der
AufschluBl der Zellen und die Isolation der Plasmide wurde nach dem standardisierten
Protokoll fiir "boiling miniprep with STET-solution" (AUSUBEL et al., 1999), oder mit dem
QIAprep®  Miniprepkit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.

2.5.6 Restriktionsanalysen

Ein Verdau von DNA mit spezifisch schneidenden Restriktionsenzymen wurde in
unterschiedlichen Versuchen angewendet. Einerseits dienten Restriktionsanalysen zur
Kontrolle der isolierten rekombinanten Plasmide, andererseits wurden spezifisch
geschnittene cDNA-Fragmente als Matrize bei der DNA-Sondenherstellung fiir die nicht
radioaktiven in situ Hybridisierungen eingesetzt. Zur Kontrolle der rekombinanten
Plasmide wurde ein Doppelverdau mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen
durchgefiihrt. Die beiden Restriktionsenzyme wurden so gewdhlt, da3 eines der Enzyme
im Vektor und das andere innerhalb der cDNA schneidet. Im Idealfall sollten beide
Enzyme jeweils nur einmal schneiden. Die Lage der Restriktionsstellen konnte anhand der
Vektorkarten und der bekannten Sequenz der jeweiligen cDNA ermittelt werden und die
Grofle der erwarteten DNA-Fragmente abgeleitet werden. Nach einer elektrophoretischen
Auftrennung der geschnittenen DNA im Agarosegel konnte anhand der Grofe der
einzelnen Fragmente die Richtigkeit und die Orientierung der insertierten cDNA im Vektor
ermittelt werden. Zur Bereitstellung des templates fir die DNA-Sondenherstellung wurde
die im rekombinanten Plasmid enthaltene ¢cDNA heraus geschnitten. Dies geschah mit
zweil Restriktionsenzymen, deren Schnittstellen in der MCS des Plasmides liegen und
beidseitig das insert flankieren. Fiir einen Restriktionsansatz wurden je 2 pg der

rekombinanten  Plasmid-DNA, 1 pul des entsprechenden 10x Restriktionspuffers
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(Boehringer Mannheim) und 1 pl (10 u) des Restriktionsenzyms (Boehringer Mannheim)
mit A. dest. auf 10 pl aufgefiillt und 2 h bei 37 °C inkubiert.

2.5.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren erfolgte durch die Messung der
optischen Dichte (OD) an einem UV-Spektrophotometer (DU 7400; Beckmann) bei den
Wellenldngen 260 nm und 280 nm. Der OD-Quotient 260 / 280 nm gibt Auskunft iiber den
Reinheitsgrad der Probe und sollte zwischen 1,5 und 2 liegen. Bei der Extinktionsmessung
mit 260 nm entspricht eine OD von 1 einer RNA-Menge von 40 ug/ml und einer
DNA-Menge von 50 pug/ml. Fir die Messungen wurden die aufgereinigten
Nukleinsdureextrakte 1:200 mit A. dest. verdiinnt und mit reinem A. dest. als

Referenzlosung verglichen.

2.5.8 Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA- und RNA-Molekiilen durch nicht-denaturierende Agarose-
Gelelektrophoresen wurden zur Kontrolle und GréfBenbestimmung der Nukleinsduren
durchgefiihrt. Die in den Versuchen verwendeten Agarosekonzentrationen von 1 —1,5 % in
TBE ermoglichten eine gute Aufirennung im GroéBenbereich von 0,1 — 3 kB. Durch eine
Einlagerung von Ethidiumbromid [EtBr’; 0,025 pg/ml (Stammlésung 1 mg/ml; dunkel
gelagert)] in die Nukleinsduren konnten diese im UV-Licht sichtbar gemacht werden und
deren Grofle anhand von definierten GréBenstandards bestimmt werden.

Die Nukleinsdureproben wurden mit 0,1 Vol 10x TBE und 0,1 Vol 10x Farbmarker
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung bei 100 V

dauerte je nach Grofie des Gels zwischen 30 min und 2 h.

e 10x TBE:
0,9 M Tris; 0,9 M Borsédure; 25 mM EDTA; in A. dest.; pH 8,3 mit HCI eingestellt

e 10x Farbmarker:

30 % [v/v] Glycerin; 0,25 % [w/v] Bromphenolblau; 0,25 % [w/v] Xylencyanol; in
A. dest.
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2.6  Nicht-radioaktive Northernblot Analyse

Northern Analysen dienten dem Nachweis der mRNA expremierter Gene nach einer
Resistenzinduktion durch BTH. Nach einer elektrophoretischen Auftrennung von
extrahierter Gesamt-RNA in einem denaturierenden Agarosegel wurden die Transkripte
durch einen Kapillartransfer auf eine immobilisierende Membran tiibertragen. Der Prozef3
der Ubertragung und die Immobilisierung der RNA wird als Northernblotting bezeichnet.
Im AnschluB an eine Hybridisierung von genspezifischen, markierten antisense
RNA-Sonden mit der komplementdren einzelstringigen mRNA auf der Membran, erfolgte
der Nachweis der Hybride iiber ein Antikérper-Enzym-Konjugat.

2.6.1 Extraktion von RNA aus Weizenblittern

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Weizenblittern erfolgte weitgehend nach Hersteller-
angaben mit dem RNA-Clean-Puffer der Firma AGS.

Hierzu wurden 5-—10 tiefgefrorene Weizenblitter in einem Morser mit fliissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver zermahlen. Mit dem zerriebenen Blattmaterial wurde ein
2 ml Eppendorfreaktionsgefdl zu etwa einem Drittel gefiillt und 1,7 ml RNA-Clean hinzu-
gegeben. Die Proben mufiten dann, ohne aufzutauen, ziigig vermengt und anschlieBend auf
Eis gestellt werden. Nach der Zugabe von 200 ul Chloroform wurden die Proben kréftig
durchmischt und fiir 30 min in waagerechter Position geschiittelt. Im Anschlufl hieran
wurden die Proben 15 min in einer Eppendorfzentrifuge (5417 R) bei 4 °C mit 20.000 g
zentrifugiert. Der  wiBrige Uberstand wurde abgenommen, in ein neues
2 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und mit 900 pl Chloroform griindlich vermischt. Nach einer
weiteren 15 miniitigen Zentrifugation bei 4 °C mit 20.000 g wurde die obere wilBrige
Phase in ein 2 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die RNA durch Zugabe von 850 pl
Isopropanol fiir 30 min auf Eis gefillt. Durch eine 30 miniitige Zentrifugation bei 4 °C mit
20.000 g wurde die RNA pelletriert. Nach dem Abdekantieren des Uberstands wurde das
Pellet 2x mit 700 pl eiskaltem 70 %igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in
50 ul DEPC-behandeltem A. bidest. aufgenommen. Um eventuell vorhandene Reste von
Polysachariden zu entfernen wurde erneut 10 min zentrifugiert und der Uberstand in ein
1,5 ml Reaktionsgefdl3 {iberfiithrt. Bevor die Proben bei —80 °C gelagert wurden, erfolgte
die photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA. Wenn moglich, wurde eine

Konzentration von 1 ug/ul mit DEPC-behandeltem A. bidest eingestellt.
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2.6.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der RNA-Molekiile nach GroBe erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen in einem Gel aus 1,5 % Agarose [w/v] in 1x MOPS-Puffer mit 5 % [v/v]
einer konzentrierten Formaldehydlosung (37 % [v/v]). Zu 2 — 10 pl RNA (1 pg/ul) wurden
15 pul RNA-Ladepuffer zugesetzt, die Gemische 5 min bei 95 °C denaturiert und nach dem
Abkiihlen auf Eis auf das Gel aufgetragen. Die Trennung der RNA-Molekiile erfolgte bei
100 V fiir 2 - 4 h in Elektrophoresekammern mit 1x MOPS. Im Anschlu} hieran wurde die
Qualitdt der RNA unter UV-Licht kontrolliert und fotografisch festgehalten.

e 10x MOPS:

0,2 M Morpholin-3-propansulfonsidure; 0,05 M Natriumacetat; 0,01 M EDTA; in
A. dest gelost und pH 7,0 mit 10 M NaOH eingestellt

e RNA-Ladepuffer: Formamid 720 pul
10x MOPS 160 pl
A. bidest. DEPC behandelt 100 pl
Formaldehyd 260 ul
Ethidiumbromid (EtBr’; 10 mg/ml) 100 pl
Glycerol 80 ul
gesittigte Bromphenolblau-Losung 80 ul

2.6.3 Immobilisierung der RNA mittels Kapillarblot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der RNA im Agarosegel wurden die Trans-
kripte durch einen Kapillartransfer auf eine immobilisierende Membran {ibertragen. Dabei
wurde Blottingpuffer aufgrund von Kapillarkrdften aus einer Schale tiber Filterpapier
durch das Gel und die positiv geladene Nylonmembran (Boehringer, Mannheim) in einen
Stapel aus Papierhandtiichern gesogen. Um einen gleichmifiigen Fliissigkeitsstrom zu
erreichen wurden die Papierhandtiicher mit einer Glasplatte abgedeckt und mit etwa 300 g
beschwert. Die Ubertragung der RNA auf die Membran fand bei RT iiber Nacht statt. Eine
dauerhafte Fixierung der Nukleinsduren auf der Membran erfolgte anschlieBend mittels

UV-cross-linking (GS Gene Linker, BioRad) bei 254 nm und 125 mlJ.

e Blottingpuftfer: 25 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,5
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2.6.4 Amplifikation von insertierter Plasmid-DNA zur Sondenherstellung

Zur Detektion einzelner Transkripte auf der Nylonmembran wurden mit Digoxigenin
(DIG) oder Fluorescein-markierte antisense RNA-Sonden mittels in vitro Transkription
hergestellt. Als Matrize fiir die Sondenherstellung diente jeweils eine cDNA, welche zuvor
durch eine PCR (polymerase chain reaction) aus den entsprechenden Vektoren amplifiziert
wurden. Bei der PCR wurden die MCS der Vektoren flankierende Primer eingesetzt, so
daB die resultierenden Amplifikate sowohl den Promotor fiir die RNA-Polymerase als auch
die insertierte cDNA enthielten. Fiir die Amplifikation der cDNA, welche in pGEM-T oder
pBlueskript SK(+/-) einkloniert waren, wurden die Primern M13fw(-40) und MI13rev
verwendet. Aufgrund der GroBe der LOX2HvI cDNA (>3 kb), welche in pBK CMV
kloniert war, wurden die Primer (LOX2Hv13, T7/22) fiir die PCR so gewihlt, daB3 ein
1,1 kb langes Teilstiick der cDNA mit dem Promotor fiir die T7-Polymerase amplifiziert
wurde.

Nach der PCR in einem "Gene Amp PCR-System 240" (Perkin Elmer) wurden die
Produkte mit dem "High Pure PCR Product Purification Kit" (Boehringer Mannheim) nach
Herstellerangaben aufgereinigt, anschlieBend im 1,5 %igen [w/v] Agarosegel tberpriift

und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80 °C gelagert.

Primer: M13fw(-40) 5"GTT TTC CCA GTC ACG AC 3’
M13rev 5" AAC AGC TAT GAC CAT GA 37
LOX2Hv13 5" AGT ACT CCT TGG AGC TCA GCT 3’
T7/22 5" GTA ATA GGA CTC ACT ATA GGG C 3’
PCR-Ansatz: 0,1 Vol 10x PCR-Puffer (Eurogentec)
0,2 mM Desoxynukleotide (ANTPs)
1,5 mM MgCl,
1 uM je Oligonukleotid (MWG Biotech GmbH)
10— 100 ng rekombinantes Plasmid
2u Tag-Polymerase (Silverstar, Eurogentec)
ad 50 pl mit A. bidest auffiillen

31



MATERIAL UND METHODEN

PCR-Programm: Dauer Temperatur
Denaturierung 3 min 94 °C
Denaturierung 30s 94 °C )
Primeranlagerung 30s 58 °C 35x
DNA-Synthese 90 s 72 °C \2
fill-in 5 min 72 °C
0 4°C

2.6.5 Herstellung Digoxigenin- und Fluorescein-markierter RNA-Sonden

Die Markierung der antisense RNA-Sonden erfolgte durch eine in vitro Transkription,
wobei die aufgereinigten PCR-Produkte den verschiedenen RNA-Polymerasen als Matrize
dienten. Wihrend der Polymerisation der RNA wurden DIG- oder Fluorescein-markierte
UTPs in den Strang eingebaut. Die Wahl der Polymerase war hierbei abhidngig vom
verwendeten Plasmid und der Orientierung der cDNA innerhalb der MCS.

Die Markierungsreaktionen wurden mit dem "DIG RNA Labeling Mix, 10x conc." oder
dem "Fluorescein RNA Labeling Mix, 10x conc." und den entsprechenden RNA-
Polymerasen (T3, T7, SP6) der Firma Boehringer Mannheim nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.

Nach einer Uberpriifung der Produkte in einer Agarose-Gelelektrophorese wurden zur
Quantifizierung und Qualitdtskontrolle verschiedene Verdiinnungen der Sonden auf eine
Nylonmembran aufgebracht und anschlieBend detektiert. Hierzu wurden Aliquots der
Sonden mit RNA-Vediinnungspuffer (A. dest / 20x SSC / Formaldehyd, 5:3:2 [v/v/v]) von
1:1 bis 1:10000 jeweils um den Faktor 10 verdiinnt, 1 pl jeder Verdiinnung auf eine
Nylonmembran aufgebracht (Dot-Blot) und im UV-cross-linker fixiert. Der Nachweill auf
Rontgenfilmen erfolgte dann {iber Antikdrperkonjugate mittels Chemilumineszenz, wie in
Kapitel 2.6.7 beschrieben. Anhand der Signalstidrke konnte dann die Verdiinnungsstufe flir

den Einsatz in die Hybridisierungsreaktion abgeschétzt werden.
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2.6.6 Hybridisierung

Vor der Hybridisierung wurden die Nylonmembranen 3x 20 min in 2x SSC mit 0,1 % SDS
auf einem Schiittler gewaschen und eine Prihybridisierung durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Membranen mit der RNA-Seite nach innen eingerollt und in mit 10ml
DIG-Easy-Hybridisierungspuffer (Boehringer Mannheim) gefiillte Hybridisierungsréhren
tiberfiihrt. Wéhrend der 30 miniitigen Inkubation bei 68 °C im Hybridisierungsofen
wurden 10 ul der Sondenlosung in 80 pul Hybridisierungspuffer bei 95 °C fiir 5 min
denaturiert, anschlieBend auf Eis gestellt und kurz zentrifugiert. Die denaturierten Sonden
wurden in 10 ml frischen, vorgewédrmten Hybridisierungspuffer gegeben und die Lésung
mit dem Préahybridisierungspuffer in den Rohren ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte
bei 68 °C iiber Nacht. Im Falle der LOX2HvI-Sonde wurde die Hybridisierung bei 64 °C
durchgefiihrt.

2.6.7 Immunodetektion

Der Nachweis spezifisch an mRNA gebundener Sonden erfolgte nach mehreren
stringenten Waschschritten durch Bindung eines Antikorper-Enzym-Konjugats, welches
eine Substratumsetzung katalysiert bei der Chemilumineszenz entsteht, die auf
Rontgenfilm dargestellt werden konnte.

Die Stringenz der Waschschritte ist von der Temperatur und der Salzkonzentration des
Puffers abhdngig und kann je nach Signalstirke oder Hintergrundsignalen durch
unspezifisch gebundene Sonden variiert werden. Bei Standardapplikationen wurden die
Membranen erst 2x 5 min bei RT in 2x SSC mit 0,1 % SDS und anschlieBend in 0,2x SSC
mit 0,1 % SDS 3x20min bei 68 °C im Schiittelwasserbad gewaschen. Die folgende
Blockierung der Membran und die Detektion der RNA-Hybride erfolgten bei RT.
Nachdem die Membranen 1 min mit Waschpuffer ohne Tween gewaschen worden waren,
wurde die Losung durch 1x Blockingreagenz ersetzt und fiir weitere 30 min geschwenkt.
AnschlieBend wurden die entsprechenden mit alkalischer Phosphatase konjugierten
Antikorper (anti-Fluorescein-AP, anti-DIG-AP, Fab fragments [Boehringer, Mannheim])
in einer Verdiinnung von 1 : 10000 [v/v] hinzu gegeben und unter leichtem Schiitteln fiir
1 h inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikdrper wurden dann durch 3 x 20 min Waschen
in Waschpuffer mit 0,3 % Tween 20 [v/v] entfernt. Die Membranen wurden im Folgenden

2 min in Substratpuffer dquilibriert und danach zusammen mit 1,5 ml Detektionsreagenz in
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Klarsichtfolie luftblasenfrei eingeschweifit. Die Lumineszenz, welche bei der
Dephosphorilierung des Substrates freigesetzt wurde, konnte dann durch Auflegen eines
Rontgenfilms (X-OMAT AR, Kodak) sichtbar gemacht werden. Die Expositionszeit des
Films wurde je nach Signalstirke von 1 min bis 2 h variiert. Fiir die Entwicklung des Films
wurde Agfa G 153 Entwickler und Fixierer verwendet.

Alle Losungen wurden, falls nicht anders gekennzeichnet mit DEPC-behandeltem
A. bidest aus folgenden ebenfalls DEPC-behandelten Stammldsungen angesetzt.

¢ DEPC-Wasser:

A. bidest. mit 0,1 % [v/v] Diethylpyrokarbonat versetzt, iiber Nacht bei 37 °C und
inkubiert anschlieBend autoklaviert

e 20x SSC:
3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat (Dihydrat); pH mit 4 M NaOH eingestellt

e 1%SDS:

1 % Natriumdodecylsulfat [w/v] in A. bidest. ohne DEPC

. 10x Waschpuffer:

1 M Maleinséure; 1,5 M NaCl; pH 7,5 mit NaOH-Plittchen eingestellt

e 10x Blockingreagenz:

10 % [w/v] Blockingpulver (Boehringer Mannheim) in Waschpuffer

e 10x Substratpufter:

1 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 9,5 mit 4 N HCI eingestellt

Detektionsreagenz:

CDP-Star™ (Boehringer Mannnheim) in Substratpuffer 1:100
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2.7  In situ Hybridisierungen

Die Technik der in situ Hybridisierung stellt einen eleganten Weg dar, die zeitlichen und
rdumlichen Expressionsmuster bestimmter Gene zu dokumentieren. Das Prinzip dieser
Methode ist die Anlagerung und die anschlieBende Detektion markierter
Nukleinsduresonden an die  komplementire mRNA innerhalb von fixierten
Gewebeschnitten auf Objekttrigern.

Die Verwendung von Gewebeschnitten fixierten Blattmaterials ermoglicht den
Nukleinsduresonden den freien Zugang zu der mRNA am Ort ihrer Bildung.

Fir den Nachweis spezifischer mRNA kann sowohl DNA als auch RNA als
Sondenmaterial verwendet werden. Die Markierung der Sonden, welche der eigentlichen
Detektion der Nukleinsdurehybride dient, kann iiber den Einbau von Antigen tragenden
Nukleotiden, oder auch den Einbau radioaktiv markierter Nukleotide erfolgen. Im ersten
Fall werden die Antigene durch Antikdrper-Enzym-Konjugate, welche eine Farbreaktion
katalysieren, nachgewiesen. Im zweiten Fall findet der Nachweis der Hybride iiber

Mikroautoradiografie statt.

2.7.1 Vorbereitung der Blattproben

2.7.1.1 Fixierung des Blattmaterials

Die Blétter wurden hierzu in einer mit Fixierlosung gefiillten Petrischale in ca. 2x 3 mm
grofle Segmente geschnitten. Die Mittelrippen der Blitter wurden verworfen. AnschlieBend
wurden die Blattsegmente durch vorsichtiges Entliiften im Vakuum mit der Fixierlosung
infiltriert und 2x 1 h unter stdndiger, méBiger Bewegung in geschlossenen Gefiflen mit der
Fixierlosung inkubiert. Zur Entfernung iiberschiissiger Fixierlosung wurden die
Blattsegmente 2x 15 min mit PBS (bei Einbettung in Polyethylenglykol) oder
Natriumphosphatpuffer (bei Einbettung in Paraffin) gewaschen.

Um eine weitere Stabilisierung des Gewebes bei der Anfertigung der Mikrotomschnitte zu
erreichen wurde ein Teil der Proben, welche fiir eine Einbettung in Polyethylenglykol
(PEG) bestimmt waren, vor den Waschschritten in 1 % Agar mit 3 % Gelatine in PBS bei
50 °C in Petrischalen voreingebettet. Nach dem Erkalten des Agar/Gelatine Gemisches
wurden die Blattsegmente mit einem diinnen verbleibenden Rand des Gemisches einzeln

ausgeschnitten und fiir 30 min nachfixiert.
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Fiir die verschiedenen Einbettungsmethoden in PEG mit und ohne Voreinbettung in
Agar/Gelatine, beziehungsweise in Paraffin wurden unterschiedliche Fixierlosungen

verwendet.

e Fixierl6sungen:
- bei Einbettung in PEG:
3 % (w/v) Paraformaldehyd; 0,1 % (w/v) Triton X100; in PBS unter Erwdrmen frisch

angesetzt

- bei Voreinbettung in Agar — Gelatine:
4 % (w/v) Paraformaldehyd; 2,5 % (v/v) Glutaraldehyd; 0,1 % (w/v) Triton X100;

in PBS zuerst das Paraformaldehyd unter Erwidrmen frisch angesetzt; nach dem

Abkiihlen das Glutaraldehyd zugegeben.

- bei Einbettung in Paraffin:
1 % (v/v) Glutaraldehyd in Natriumphosphatpufter

e PBS (I1x):
135 mM NaCl; 3 mM KCI; 1,5 mM KH,PO4; 8 mM Na,HPO4 x 2 H,O; in A. dest.
gelost und autoklaviert; pH 7,0 - 7,2

e Natriumphosphatpuffer:
100 mM Na,HPO, / NaH,POy4; in A. dest.; pH 7,0

2.7.1.2 Dehydratisierung des fixierten Pflanzenmaterials

Bei der Dehydratisierung wurde das im Gewebe enthaltene Wasser schrittweise gegen
Ethanol ausgetauscht. Dies geschah als Vorbereitung der Proben fiir die Infiltration mit den
verschiedenen Einbettungsmedien. Bei einer Einbettung mit dem stark hydrophilen PEG
wiirde Wasser das vollstindige Aushirten des Einbettungsmittels verhindern. Eine
Infiltration mit Paraffin wére aufgrund seiner Wasserunloslichkeit nicht moglich.

Die Entwisserung der Proben fand je nach Einbettungsmethode in verschiedenen
aufsteigenden ethanolischen Reihen statt. Die Dehydrationen erfolgten in verschlossenen

GefaBBen nach folgenden Schemata:
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Dehydrationsreihe bei Einbettungen in PEG:

Ethanol in % (v/v) Zgéf;ﬁ;ﬂ;r Temperatur
10 30 min RT
30 lh RT
50 lh RT
70 iber Nacht 4°C
70 10 min RT
90 30 min RT
100 (abs) lh RT
100 (abs) 30 min 55°C
Dehydrationsreihe bei Einbettungen in Paraffin:
Ethanol in % (v/v) Zg;f;?;;ﬂ;r Temperatur
30 20 min 0°C
50 20 min 0°C
70 tiber Nacht 4°C
85 20 min RT
90 30 min RT
100 (abs) 20 min RT
100 (abs) 20 min RT

2.7.2 Infiltrations- und Einbettungmethoden

Eine Infiltration und das Einbetten der Blattproben in eine Matrix wird fiir die
Stabilisierung des Gewebes bei der Herstellung von Semidiinnschnitten am Mikrotom
benotigt. Das in die Blattsegmente eindringende und aushirtende Einbettungsmedium
verhindert ein Kollabieren des Gewebes beim Schneiden, so dall seine Struktur erhalten

bleibt.

2.7.2.1 Infiltration und Einbettung in PEG
Die Verwendung von PEG als Einbettungsmedium hat aufgrund seiner guten
Wasserloslichkeit den Vorteil, dal es, nachdem die Schnitte auf Objekttrager iibertragen

wurden, durch Waschen mit wérigen Puffern schnell und schonend entfernt werden kann.
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Um ein gleichmiBiges Eindringen von PEG in die Blattsegmente zu erreichen, wurde mit
ethanolischen Losungen mit steigender PEG-Konzentration gearbeitet. Die Infiltration mit
PEG wurde bei 55 °C im Thermoschrank durchgefiihrt. Die Arbeitsgerdte und Losungen
wurden vorgewédrmt, um ein frithzeitiges Erstarren des PEG zu vermeiden. Mit PEG wird
im Folgenden stets ein Gemisch aus PEG 1500 und PEG 4000 im Verhdltnis 2 : 1
bezeichnet, welches vor dem Gebrauch intensiv gemischt werden muflte, um eine
Phasentrennung zu verhindern. Aus diesem Grund mufBiten auch die Versuchsgefilie
wiahrend des Infiltrationsvorganges in geschlossenen Gefilen alle 15 min behutsam
geschiittelt werden. Im Folgenden ist eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung der
Infiltrationslosungen, die Mischungsverhiltnisse und die Dauer der Behandlungen

angegeben.

Zusammensetzung Mischunesverhaltnis Zeitdauer der

der Infiltrationslosung & Behandlung
PEG : Ethanol 1:3 lh
PEG : Ethanol 1:1 1,5h
PEG : Ethanol 3:1 1,5h
PEG 100 % l1h
PEG 100 % l1h

Vor dem Einbetten der Proben wurde das PEG unter stdndigem Riihren langsam abgekiihlt.
Der Zeitpunkt flir die Einbettung lag erst kurz vor dem Erstarren des PEGs.

Das PEG wurde dann mit einer temperierten Pipette in eine Einbettungsform gefiillt,
einzelne Blattsegmente mit einer Pinzette in das PEG {ibertragen und ausgerichtet. Bei
Raumtemperatur hérteten die Proben iiber Nacht vollstdndig aus und konnten dann

geschnitten, oder bei 4 °C mehrere Wochen gelagert werden.

2.7.2.2 Infiltration und Einbettung in Paraffin

Die Vorteile einer Einbettung in Paraffin liegen darin, daBl sich sehr einfach
Semidiinnschnitte aus dem Material fertigen lassen und Einbettungen in ein homogenes
Medium leichter zu handhaben sind als bei der Einbettung in PEG. Die aufwendige

Deparaffinisierung mit Xylol und die Wiederbewésserung stellen spéter allerdings
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zusitzliche Belastungen fiir die Schnitte auf den Objekttragern dar. Die Einbettung in
Paraffin erforderte, im Anschlu an die Dehydratisierung, den Austausch des Ethanols in
den Blattsegmenten durch tertidres Butanol, welches im Gegensatz zu Ethanol die
Eigenschaft hat Paraffin zu I6sen. Im Folgenden ist eine Ubersicht iiber die
Zusammensetzung der Losungen, die Mischungsverhiltnisse, die Dauer der Behandlungen

sowie die Temperaturen in den einzelnen Schritten dieses Austausches dargestellt.

Zusammenset%ung Mischpngs— Zeitdauer der Temperatur
der Austauschlésung verhéltnis Behandlung
-BuOH : EtOH 1:3 30 min RT
-BuOH : EtOH 1:1 30 min RT
-BuOH : EtOH 3:1 30 min RT
-BuOH 100 % 30 min 30 °C

Die Infiltration des Gewebes mit Paraffin erfolgte iiber bei unterschiedlichen Temperaturen
gesittigte Losungen von Paraffin in tertidrem Butanol. Mit einer Zunahme der Temperatur
steigt die Loslichkeit des Paraffin in tertiirem Butanol an und somit auch die
Konzentration.

Das Paraffin, welches in den Versuchen verwendet wurde war Paraplast Plus (Sherwood
Medical Co., St. Louis, USA). Die Infiltration erfolgte in geschlossenen Gefillen nach

folgendem Schema:

Infiltrationslosung Zgéf:;;;ﬁg Temperatur
-BuOH g?)seé;t;igtoglit Paraffin 4_6h 30 °C
-BuOH g;seé;t;igtoglit Paraffin 30 min 47 °C
-BuOH gzzé;t;[lizgtoglit Paraffin iiber Nacht 42 °C
-BuOH gii?tggtorgit Paraffin 30 min 60 °C

Paraftin 100 % iiber Nacht 60 °C
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Fiir den letzten Schritt der Infiltration wurden die Blattsegmente in Petrischalen iiberfiihrt,
welche mit 60 °C warmen Paraffin gefiillt waren. Das Paraffin wurde dann noch zweimal
gewechselt und die Petrischalen offen im Thermoschrank stehen gelassen, damit das
restliche tertiire Butanol abdampfen konnte. Zuletzt wurden die Blattsegmente einzeln
ausgerichtet und das Paraffin fiir mehrere Stunden bei Raumtemperatur erkalten gelassen.

Die so vorbereiteten Proben sind bei 4 °C fir mehrere Jahre haltbar.

2.7.3 Beschichtung von Objekttriagern mit Poly-L-Lysin

Polylysin dient der besseren Haftung der Diinnschnitte auf den Objekttragern. Obwohl
neue Objekttrager benutzt wurden, mufliten diese vor der Behandlung mit Poly-L-Lysin
griindlich gesdubert werden. Hierzu kamen die Objekttriager zuerst fiir 10 min in 0,2 M
Salzsdure in Farbetrogen, wurden dann kurz mit A. dest. gespiilt und anschlieBend wurden
sie fiir jeweils weitere 10 min erst mit Ethanol und dann in A. dest. gereinigt.

Nach der Reinigung kamen die Objekttrager fiir 10 min in eine wésserige Losung aus
0,1 % Poly-L-Lysin (MW: 70000 — 150000, Sigma, Taufkirchen) in Férbekiivetten. In
Reagenzglasstindern stehend war eine Lufttrocknung von mindestens 2 h nétig, bevor die
Objekttrager zum Aufbringen der Diinnschnitte verwendet, oder staubfrei gelagert werden
konnten. Bei —20°C waren sie mehrere Monate haltbar, sollten jedoch vor der

Verwendung 30 min bei 40 °C in einem Warmeschrank getrocknet werden.

2.8 In situ DNA-RNA-Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

2.8.1 Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden

Die Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden flir die nicht-radioaktiven in situ
Hybridisierungen erfolgte iiber den Einbau von DIG-dUTPs wéhrend einer PCR. Hierzu
wurde das "PCR DIG Labeling Kit" der Firma Boehringer Mannheim nach Anleitung
verwendet. Als Matrize fir die PCR wurden aufgereinigte genspezifische
cDNA-Fragmente benutzt, die zuvor aus den entsprechenden rekombinanten Plasmiden
mittels eines Restriktionsverdaus (Eco R I; Xho I; vgl. Kap. 2.5.6) ausgeschnitten worden
waren. Bei der Amplifikation der Sonden wurden genspezifische Primer eingesetzt, welche
direkt am 5'- und 3’-Ende des inserts lagen. Die PCR wurde unter den Standard-

bedingungen einer U/R-PCR (vgl. Kap. 2.6.4) durchgefiihrt.
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Nach der Markierungsreaktion wurden die PCR-Produkte aufgereinigt (High Pure PCR
Product Purification Kit; Boehringer Mannheim) und die Sondenmenge mittels Dot-Blot
(vgl. Kap. 2.6.5) quantifiziert.

2.8.2 Herstellung kurzer Sonden

Um den Zugang der Sonden zu der komplementdren mRNA wéhrend der Hybridisierung
zu erleichtern wurden neben der Herstellung von Sonden {iber die gesamte Linge des
inserts von WCI-3 und HvPR-1b auch kurze Sonden mit einer Linge von 120 - 180 bp
mittels PCR hergestellt. Durch eine geeignete Auswahl mehrerer genspezifischer Primer,
welche in einer Serie immer den ndchst folgenden Abschnitt des templates flankierten,
konnten die cDNAs iiber einen groen Bereich in mehrere Teilstiicke aufgeteilt werden.
Die Markierungsreaktion mit dem "PCR DIG Labeling Kit" (Boehringer Mannheim) fand
jeweils einzeln mit einem zusammengehdrigen Primerpaar statt. Nach der Aufreinigung

wurden die verschiedenen Sondenteilstiicke in einem Ansatz vereinigt und so fiir die

Hybridisierung eingesetzt.

Primer Sequenz ki;%ﬁiﬁztss
T-WCI-3/5"-1 5-CTCCTTTCCAGAGCTAGCC-3’ 175 bp
T-WCI-3/3"-1 5-GGAGCAGATGCAGTCAGTG-3’

T-WCI-3/5"-2 5-CTGTGCTTGTGCAGGAAAGT-3" 165 bp
T-WCI-3/3"-2 5-GCATGGCTGAAGAAGCTCC-3’

T-WCI-3/5"-3 5-TGAGGTCTGCGTCCACAAG-3’ 128 bp
T-WCI-3/3"-3 5-AGCTGTGACCGGGAAACCA-3’

T-WCI-3/5"-4 5-CTGCCAGTCACGTGTACGA-3’ 124 bp
T-WCI-3/3"-4 5-CACTTGTTGTCATGCTCCAG-3’

T-PR1b/5°-1 5-GAATCCGTTGCTGTCGAGC-3’ 164 bp
T-PR1b/3’-1 5-GTGATACGTAGTCCTGCGG-3’

T-PR1b/5°-2 5-AAGCTGCAAGCGTTCGCC-3’ 184 bp
T-PR1b/3°-2 5-AGGTGTTGGAGCCGTAGTC-3’

T-PR1b/5°-3 5-AACAACAACCGCGGCGTCT-3’ 183 bp
T-PR1b/3°-3 5-TTACTCGCTCGGTCCCTCT-3"
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2.8.3 Die Herstellung von Semidiinnschnitten in PEG eingebetteter Proben

Das Schneiden der Proben erfolgte an einem Rotationsmikrotom (HM 335 E; Microm;
Walldorf) mit Metallklingen (N 35; Feather; Osaka; Japan). Nach dem Trimmen der
Probenblocke in Trapezform wurden 5 pm dicke Querschnitte der Blattsegmente
angefertigt. Die Schnittbdnder wurden in einer Pappschachtel gesammelt und mit einem
Skalpell in 6 - 8 Schnitte umfassende Teilstiicke zerteilt. AnschlieBend werden die
Schnittbander mit einem Tropfen aus 40 % (v/v) PEG 6000 in PBS (vgl. Kap. 2.7.1.1)
einer Ose aufgenommen und auf polylysinbeschichteten Objekttriger iibertragen. Die
Schnitte befanden sich auf der Unterseite des Tropfens und wurden dort, wiahrend sich das
feste PEG innerhalb des Gewebes auflost, durch die Oberflichenspannung gestreckt. Pro
Objekttrager wurden zwei Reihen mit jeweils sechs Tropfen aufgetragen (s. Abb. 2). Eine

Reihe wurde dabei von Schnitten aus den Kontrollansitzen gebildet.

polylysinbeschichteter .
PGS-Tropfen \\ Objekttrager \\ /7 Markierung
behandelte Y i = \
Proben
Kontrollen Nr.
eingeritzte eingeritzte
Mittellinie Semidiinnschnitte Beschriftung

Abb. 2: Anordnug der Semidiinnschnitte nach dem Auftragen mit PBS-Tropfen auf markierte,
polylysinbeschichtete Objekttriger. Eine der beiden Reihen wird aus Schnitten der Kontrollpflanzen
gebildet. Eine eingeritzte Mittellinie befindet sich auf der Riickseite des Objekttréigers.

2.8.4 Blockierung freier Aldehyde und unspezifischer Bindungsstellen

Direkt nach dem Aufiragen der Schnitte wurden die Objekttriger (OT) in sterile
Féarbekiivetten tiiberflihrt und das restliche PEG durch 2x5 miniitiges Waschen in
Tris/ HCl aus dem Gewebe entfernt. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen

wurde durch acetyliertes BSA (Aurion) erreicht. Hierzu wurden die Objekttrager 10 min in
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Blockierungslosung inkubiert und nachfolgend zur Entfernung iiberschiissiger Losung
2x 5 min mit A. dest. gewaschen.

Fir die Blockierung freier Aldehyde durch Acetanhydrid wurden die Gewebeschnitte
zundchst flir 3 min mit frisch angesetztem Acetylierungspuffer 4quilibriert und
anschliefend fiir 10 min mit einer ebenfalls frisch angesetzten Acetylierungslosung unter
Riihren behandelt. Zur Vorbereitung fiir die in situ Hybridisierung wurden die Objekttriager

noch 2x 5 min mit 2x SSC gewaschen.

e 10x Tris /HCI:
0,1 M Tris; pH 8,0 mit HCI eingestellt

e 20x SSC:
3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat (Dihydrat); pH 7.0 mit 4 M HCI eingestellt

e Blockierungslosung:

0,1 % (w/v) acetyliertes BSA in PBS; mehrfach verwendbar; bei — 20 °C lagern

e Acetylierungspuffer:

100 mM Triethanolamin in A. dest.; pH 8,0 mit HCI eingestellt

e Acetylierungslésung: Acetanhydrid in Acetylierungspuffer 0.25 % (v/v)

2.8.5 Hybridisierung

Die spezifische Anlagerung der markierten DNA-Sonden an die komplementdre mRNA ist
ein temperaturabhingiger Vorgang. Die Zugabe von Formamid zu den Hybridisierungs-
I6sungen ermdglicht eine Herabsetzung der Hybridisierungstemperatur und fiihrt somit zu
einer schonenden Behandlung der Gewebeschnitte.

Die im Folgenden beschriebenen Schritte der Hybridisierung wurden in einer feuchten
Kammer bei 45 °C durchgefiihrt. Als feuchte Kammer diente hierbei eine Objekttrager-
aufbewahrungsdose, welche im Boden und im Deckel mit in 50 %igem Formamid

getrankten Zellstofftiichern ausgelegt war.
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Fiir die Prahybridisierung wurden die Objekttriger auf der Riickseite abgetrocknet, auf
einer 45°C warmen Streckplatte verteilt, mit je 1ml Prihybridisierungslosung
iberschichtet und mit dem Deckel einer feuchten Kammer zugedeckt.

Wihrend der Prihybridisierungsdauer von 1h wurde die Hybridisierungslosung
vorbereitet. Pro Objekttrager wurden 100 pl Hybridisierungslosung, mit einer Sonden-
konzentration von 100 ng/ml benétigt. Hierzu wurde die entsprechende Menge
DIG-markierter DNA-Sonde in Préhybridisierungslosung pipettiert, 10 min bei 95 °C
denaturiert und anschlieBend auf Eis gestellt. Nach dem Abkiihlen der Losung wurde
RNase-Inhibitor (Boehringer) fiir eine Endkonzentration von 40 u / ml hinzugegeben.

Fir die Hybridisierung wurden, nach dem Entfernen der Pridhybridisierungslosung und
dem Abtrocknen der Objekttragerriickseiten, je 100 pul Hybridisierungslosung iiber den
Schnitten verteilt und mit einem Deckglas (24 x 60 mm) luftblasenfrei abgedeckt. Um
einen direkten Kontakt der Schnitte mit dem Deckglas zu vermeiden, wurde einseitig ein
schmaler Deckglasstreifen als Abstandhalter (spacer) untergelegt und zusitzlich die
Objekttrager umgedreht ("hdngender Tropfen"). Die Hybridisierung in einer feuchten
Kammer erfolgte iiber Nacht bei 45 °C im Thermoschrank.

e  Prihybridisierungslosung:
50 % [v/v] Formamid; 50 % [v/v] 4x SSC; 150 pg/ml t-RNA (Boehringer
Mannheim); 0,5 % Blockingreagenz (Boehringer Mannheim); (bei — 20 °C lagern)

e Hybridisierungslésung:

100 ng/ml DIG-markierter DNA-Sonde; 40 u/ml RNase-Inhibitor (Boehringer

Mannheim); in Préhybridisierungslosung

2.8.6 Immunodetektion

Voraussetzung flir den spezifischen Nachweis der DNA-RNA-Hybride war, daf
iiberschiissige, oder unspezifisch gebundene Sonde vollstindig von den Gewebeschnitten
und den Objekttragern entfernt wurde. Wie auch bei Northernblot Analysen bestimmte die
Stringenz der einzelnen Waschschritte wieviel der tiberschiissigen Sonden entfernt werden
konnte. Nach den Waschschritten erfolgte der Nachweis spezifisch an mRNA gebundener

Sonde tber Antikorper-Enzym-Konjugate, welche nach Zugabe eines Substrates eine
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Farbreaktion katalysierten. Zur Verstirkung der Signale wurde teilweise mit zwei
Antikorpern gearbeitet. Der erste Antikorper (anti-DIG-FITC) detektierte hierbei die
DIG-Markierung der Hybride und war mit mehreren FITC-Molekiilen
(Fluoresceinisothiocyanat) konjugiert. Der zweite Antikorper (anti-FITC-AP) war gegen
FITC gerichtet und mit dem Enzym (alkalische Phosphatase; AP) fiir die Farbreaktion
konjugiert.

Nach der Hybridisierung wurden die Deckgldser bei 45 °C auf 50 % Formamid in 2x SSC
abfloatiert und die Objekttriger auf einer Streckplatte 2x 10 min bei mit je 1ml
50 % Formamid in 2x SSC {tiberschichtet. Die Objekttrager wurden hierbei mit dem Deckel
einer feuchten Kammer abgedeckt. AnschlieBend kamen die Objekttriger in einer
Fiarbekiivette in ein Wasserbad (45 °C) und wurden unter leichter Bewegung 2x 10 min mit
2x SSC und 5 min mit A. dest. gespiilt.

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper bei der Immunodetektion zu vermeiden
wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur 5 min mit TBS &quilibriert und 30 min mit
1 % Blockingreagenz (Boehringer Mannheim) in TBS behandelt. Die jeweils einstiindige
Inkubation mit den Antikdrpern erfolgte bei Raumtemperatur mit je 100 ul Lésung pro
Objekttrager mit Deckglas und spacer in oben beschriebener Weise. Die feuchte Kammer
war hierbei mit Zellstofftiichern ausgelegt die nur mit Wasser befeuchtet waren. Der
1. Antikérper (anti-DIG-FITC) wurde in einer Endkonzentration von 25 pg/ml
Blockinglosung eingesetzt, wobei aufgrund der Lichtempfindlichkeit von FITC das Labor
abgedunkelt wurde. Nachdem Abfloatieren der Deckgldser auf TBS, wurde 3x 10 min mit
0,1 % BSA in TBS in einer dunklen Kiivette (Alufolie) gewaschen. AnschlieBend wurde
der 2. Antikorper (anti-FITC-AP) in einer Endkonzentration von 5 u/ml Blockinglosung
aufgetragen.

Bei guten Sonden und starken Signalen konnte direkt mit einem anti-DIG-AP-Konjugat
gearbeitet werden. Hierzu wurde, nach den Waschschritten und dem Blockieren, der
Antikorper 1:3000 verdiinnt in Blockinglosung (ohne acetyliertes BSA) verwendet. Die
restlichen Schritte blieben gleich.

Uberschiissige Antikdrper wurden nach dem Entfernen der Deckgldser 2x 15 min mit TBS
abgewaschen. Nach 5 miniitiger Aquilibrierung in Substratpuffer wurden je 100 pul
NBT-Substratlosung auf den Objekttragern verteilt und ein Deckglas luftblasenfrei

aufgelegt. Die Objekttriger wurden umgedreht und in einer feuchten Kammer (H,O) bei

45



MATERIAL UND METHODEN

37°C fir 24-72h inkubiert. Die Entwicklung des lilabraunen Farbniederschlages
(Formazanfarbung) konnte wéhrend dieser Zeit durch kurze Betrachtungen unter dem
Mikroskop tberpriift werden und so der Zeitpunkt fiir das Abstoppen der Reaktion
bestimmt werden.

Hierzu wurden die Deckglidser in TBE abfloatiert und 5 min in TBE gewaschen. Zur
Herstellung von Dauerprdparaten wurden 50 ul TBE {ber den Schnitten verteilt, ein
Deckglas luftblasenfrei aufgelegt und mit Nagellack versiegelt.

e 10x TBS:
1 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,5 mit HCI eingestellt

e TBE:
10 mM TRIS; 1 mM EDTA; pH 8,0

e Substratpuffer:
0,1 M Tris; 0,1 M NacCl; 0,05 M MgCl, (Hexahydrat); pH 9,5 mit HCI eingestellt

e Blockinglosung:

1 % Blockingreagenz (Boehringer); 0,1 % acetyliertes BSA; in TBS; die Losung ist

mehrfach verwendbar; bei — 20 °C lagern

e Substratlsung:
3,5 ul/ml BCIP Stammlosung; 4,5 ul/ml NBT Stammldsung; in Substratpuffer

e BCIP-Stammlésung:
50 mg/ml BCIP; in 100 % Dimethylformamid

e NBT-StammlGsung:

75 mg/ml NBT; in 70 % (v/v) Dimethylformamid

e 1. Antikdrper:
anti-DIG-FITC (Boehringer Mannheim); Lyophilisat in 1 ml A. dest. losen
(200 pg/ml); in Aliquots a' 50 ul, bei -20 °C einfrieren
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e 2. Antikorper:
anti-FITC-AP  (Boehringer Mannheim); fertige Losung 1:150 verdiinnen;
Endkonzentration 5 u/ml

e wenn nur ein AntikOrper verwendet wurde:

anti-DIG-AP (Boehringer Mannheim); fertige Losung 1:3000 verdiinnen

2.9 Radioaktive in situ RNA-RNA-Hybridisierung

2.9.1 Vorbereitung der eingebetteten Blattsegmente

2.9.1.1 Anfertigung von Semidiinnschnitten in Paraffin eingebetteter Proben

Das Schneiden der Proben erfolgte teilweise an einem gekiihlten Rotationsmikrotom
(Reichert Jung; Cryostat 2800 Frigocut E) bei 5-10°C oder an einem ungekiihlten
Rotationsmikrotom (Microm, HM 335 E). Im letztern Fall wurde zur Erhéhung der
Schnittqualitdt der Messerhalter des Mikrotoms im Gefrierschrank auf ca. 4 °C gekiihlt und
die Proben bis kurz vor der Verwendung auf Eis gestellt.

Zum Schneiden der Proben wurden einzelne Blocke mit Blattsegmenten aus den
Paraffinplatten ausgeschnitten, auf Probenhalter aufgebracht und trapezformig getrimmt.
Danach wurden 12 — 16 um dicke Blattquerschnitte angefertigt. Die Schnittbdnder wurden
in 10 —20 Schnitte umfassende Teilstiicke zerteilt und direkt auf polylysinbeschichtete
Objekttrager libertragen. Hierzu wurde ein Tropfen A. dest. auf den Objekttrager gegeben
und das Schnittband obenauf gelegt. Auf einer Streckplatte wurden die Schnitte bei
37 -40 °C iiber Nacht gestreckt. Die geringe Menge an radioaktiv markierter Sonde,
welche bei den Hybridisierungen eingesetzt werden konnte, erlaubte nur das Auftragen von
drei Schnittbandreihen pro Objekttrager. Die ersten beiden Reihen wurden jeweils aus
Blattsegmenten unterschiedlich behandelter Pflanzen gebildet. Die letzte Reihe bestand aus
Blattsegmenten von Kontrollpflanzen (s. Abb. 3). Die einzelnen Objekttrager wurden so
mit Schnitten bestiickt und sortiert, daB3 direkt aufeinander folgende Schnittserien mit
unterschiedlichen Sonden untersucht werden konnten. Dies geschah einerseits zum
direkten Vergleich mehrerer exprimierter Gene in benachbarten Blattabschnitten,

andererseits wurden hier auch sense Sonden als Kontrollen eingesetzt.
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polylysinbeschichteter
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Abb. 3: Anordnug der Semidiinnschnitte nach dem Autragen auf polylysinbeschichtete Objekttréger.
Die ersten beiden Reihen wurden aus Schnitten unterschiedlich behandelter Pflanzen gebildet die letzte
von denen der Kontrollpflanzen.

2.9.1.2 Deparaffinisieren der Semidiinnschnitte

Aufgrund der Wasserunloslichkeit des Paraffins muften die Gewebeschnitte nach dem
Strecken deparaffinisiert und fiir den anschlieBenden enzymatischen Abbau der Proteine
wieder bewidssert werden. Dies geschah mittels Xylol und einer absteigenden

ethanolischen Reihe nach folgendem Behandlungsschema.

Losungsmittel ‘Konzentrati(').n . Zeitdauer der

[Mischungsverhéltnis] Behandlung
Xylol 100 % 10 min
Xylol : Ethanol [1:1] 5 min
Ethanol 100 % 5 min
Ethanol 95 % 5 min
Ethanol 80 % 5 min
Ethanol 60 % 5 min
Ethanol 30 % 5 min

Hiernach wurden die Objekttrager luftgetrocknet und konnten bei 4 °C bis zur weiteren

Verarbeitung mehrere Tage gelagert werden.
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2.9.1.3 Pronase-Verdau und Nachfixierung des Gewebes

Der in situ Nachweis spezifischer mRNA stellte bestimmte Anforderungen an das zu
untersuchende Blattmaterial. Einerseits mufte die freie Zugénglichkeit der Sonden in einer
vernetzten und eingebetteten Matrix zu der Ziel mRNA gewdhrleistet werden. Andererseits
muflte ebenfalls der Verbleib der mRNA am Ort der Bildung im Gewebe gesichert bleiben.
Eine teilweise Proteolyse erleichterte den Zugang der markierten Sonden zu den zelluldren
mRNA’s und bewirkte zusétzlich einen Schutz vor Degradation durch Nukleasen. Die
Nachfixierung des Gewebes sicherte den Erhalt der mRNA und festigte die Haftung der
Schnitte auf den Objekttrigern.

Fir die Proteolyse wurden die Objekttrager zuerst flir Smin mit 0,2 molarem
Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) dquilibriert und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur
mit Pronaseldosung behandelt. Die Endkonzentration der Pronase (nucleasefrei; Boehringer
Mannheim) betrug hierbei 250 ng/ml und wurde aus einer Stammldsung und Pronasepuffer
frisch hergestellt.

Im Anschluf3 hieran wurden die Blattsegmente fiir 20 min im gleichen Fixativ wie bei der
Einbettung (1 % Glutaraldehyd in Natriumphosphatpuffer) nachfixiert und in einer

aufsteigenden ethanolischen Reihe nach folgendem Schema dehydratisiert.

Ethanol in % (v/v) Zg;f;‘i;{lg;r
30 2 min
60 2 min
30 5 min
95 2 min
100 (abs) 2 min

Nach dem Lufttrocknen der Objekttrager war eine Lagerung bei 4 °C fiir mehrere Tage

moglich.
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e Pronasepuffer
50 mM Tris; 5 mM EDTA; pH 7,5 mit HCI eingestellt

e Pronasestammlsung:

40 mg/ml Pronase (Boehringer Mannheim); in Pronasepuffer; 4 h bei 37 °C inkubiert
und in 1 ml Aliquots bei —20 °C gelagert.

e Pronaseldsung:

Endkonzentration 250 pg/ml; 1ml Stammlésung in 160 ml Pronasepuffer;

ausreichend fur 4 Farbekivetten

2.9.2 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Als Sonden bei den radioaktiv durchgefiihrten in situ Hybridisierungen wurden
einzelstrangige antisense RNAs verwendet. Diese wurden durch eine in vifro Transkription
hergestellt, bei der der Einbau von radioaktivem [*°S]-UTP in das Sondenmaterial erfolgte.
Uber die radioaktiv markierten Nukleotide in den Transkripten erfolgt letztlich nicht nur
die Detektion der spezifischen mRNA sondern auch die Bestimmung der Sonden-
konzentration durch Messung des radioaktiven Zerfalls. Bei der in vitro Transkription
konnen neben den zur mRNA komplementidren Sonden, sense Transkripte in umgekehrter
Orientierung hergestellt werden, welche als Kontrollen fiir unspezifische Hybridisierungen
dienen. Fiir groe Sonden ist es schwierig iiber Diffusionsprozesse in die fixierten und
vernetzten Blattproben einzudringen. Eine teilweise Hydrolyse der Transkripte in kleinere
Fragmente erleichtert spiter bei der Hybridisierung den Zugang der Sonden zur

komplementdren mRNA in den Gewebeschnitten.

2.9.2.1 In vitro Transkription

Fiir die Herstellung der RNA-Sonden wurden je 200 ng aufgereinigte PCR-Produkte (vgl.
Kap. 2.6.4) als template eingesetzt. Die radioaktive Markierung der Sonden geschah
wihrend der in vitro Transkription iiber den Einbau von o[*°S]-Uridin 5' Thiotriphosphat-
Triethylammoniumsalz (o[*°S]-UTP; Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH;
400 Ci/mmol). Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig gemixt, zentrifugiert und

anschlieBend fiir 35 min bei 37 °C inkubiert.

50



MATERIAL UND METHODEN

e Reaktionsansatz der radioaktiven Markierung:
x ul  A. bidest. (DEPC behandelt)
2,5 ul 10 x Transkriptionspuffer (Boehringer Mannheim)
3,5ul  tNTP-Mix (G, C, A, je 10 mM)

yul  template (= 200 ng aufgereinigtem PCR-Produkt)
Iul 0,75 M DTT (Dithiothreitol, in A. bidest. DEPC behandelt)
Il RNAsin (RNase-Inhibitor; 40 u/ul; Boehringer)
S5ul  a[*’S]-UTP (50 pCi)
1 ul RNA-Polymerase (T3, T7, oder SP6; Boehringer)
S X25ul

2.9.2.2 Verdau der templates

Um ungewollte Bindungen der Sonden-RNA an die template-DNA zu verhindern, wurde
direkt im Anschlul an die in vitro Transkription eine DNase-Behandlung durchgefiihrt.
Hierzu wurden zu jedem Reaktionsansatz 1 ul DNase (10 u; Boehringer Mannheim)
hinzugegeben und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend auf
Eis durch die Zugabe von 10 ul 0,5 M EDTA abgestoppt.

2.9.2.3 Aufreinigung der Sonden iiber Sephadex G25 Siulen

Um fehlerhafte Messungen durch nicht eingebaute radioaktive Nukleotide bei
Konzentrationsbestimmung der Sonden zu vermeiden, wurden die iiberschiissigen
Nukleotide durch Zentrifugation iiber Sephadex G25 Siulen (Quick Spin” Columns;
Boehringer Mannheim) abgetrennt. Zum Einstellen des Elutionsvolumen wurden 100 pl
Ix TE auf die Sdulen gegeben und fiir 3 min bei 600 g zentrifugiert. Danach wurden die
Reaktionsansidtze mit 65 ul 1x TE auf 100 pl aufgefiillt, auf die Siulen gegeben und
ebenfalls bei 600g fir 3 min zentrifugiert. Zuletzt wurde jeweils 1 ul fiir die
Konzentrationsbestimmung und 5 pl fiir den Gelcheck der Sonden abgenommen und die

Eluate anschlieBend bei —20 °C eingefroren.
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2.9.2.4 Bestimmung der Sondenmenge iiber die eingebaute Radioaktivitit

Durch die Messung des radioaktiven Zerfalls von *°S in einem bestimmten Probenvolumen
konnte neben der Einbaurate auch die Menge des markierten Transkriptes bestimmt
werden. Fiir die Messungen wurde jeweils 1 pl Sonde in 5 ml Szintillationsfliissigkeit
(Rotizint 22; Roth; Karlsruhe) gegeben und im Szintillationszadhler analysiert. Ausgehend
davon das bei *°S die Zerfallsrate (dpm) ungefihr gleich der Anzahl an gemessenen

Zerfallsereignissen (cpm) ist, berechnet sich die Einbaurate nach folgender Formel:

gemessene cpm der Gesamtprobe

Einbaurate [%] = - - —
dpm der eingesetzten Radioaktivitét*

Die Einbaurate betrug in den Versuchen zwischen 60 % und 90 %. Die Transkriptmenge in

den einzelnen Proben konnte iiber folgenden Zusammenhang bestimmt werden.

52 x 10° cpm = 1 ng RNA x plI!

2.9.2.5 Kontrolle und Groflenbestimmung der radioaktiv markierten Sonden

Eine Kontrolle der Sondenqualitdt und der GroBe ist wichtig, da wéhrend der in vitro
Transkription die [*>S]-UTP’s viel geringer konzentriert eingesetzt werden als die
restlichen NTP's. Dies hat zur Folge, dall es zu Kettenabriichen wéhrend der Transkription
kommt und die entstehenden Sonden meist kleiner als die entsprechenden femplates sind.
Die unterschiedlich groen Fragmente ergeben dem entsprechend bei einer elektropho-
retischen Auftrennung keine distinkten Banden, sondern groBere Spots, deren mittlere
GroBe fiir die partielle Hydrolyse der Sonden bestimmt werden mul3.

Fiir die Groenbestimmung wurden 5 pl der Sonden in einem denaturierenden 1,5 %igen
Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kap. 2.6.2), auf eine Nylonmembran geblottet und mittels
Rontgenfilmen sichtbar gemacht. Zur Vermeidung {iiberfliissigen radioaktiven Abfalls
wurde ein einfacher abwirtsgerichteter "Trocken"-Kapillarblot ohne Blottingpuffer iiber
Nacht durchgefiihrt (s. Abb. 4). Danach wurde die Membran in Frischhaltefolie
eingewickelt, ein Rontgenfilm aufgelegt und nach einer Expositionszeit von 3,5h
entwickelt. Die Bestimmung der mittleren Sondengréfe erfolgte anhand eines

aufgetragenen Grofenstandards.

52



MATERIAL UND METHODEN

LN Gewicht

/— Glasscheibe
| |

— Frischhaltefolie
' I\ Agarosegel
Nylonmembran
Whatmanpapier
\ Papierhandtiicher

Abb. 4: Aufbau eines "Trocken'-Kapillarblots
Die im Gel enthaltene Feuchtigkeit wurde durch Kapillarkraft in die Papierhandtiicher gesogen. Hierbei
wurden die im Agarosegel enthaltenen RNA-Sonden durch den gerichteten Fliissigkeitsstrom auf eine

immobilisierende Nylonmembran transferiert.

2.9.2.6 Teilweise alkalische Hydrolyse der Sonden

Aufgrund der besseren Gewebegingigkeit kleiner Sondenfragmente wurde eine partielle
Hydrolyse der Sonden durchgefiihrt. Die ideale Groe der Sondenfragmente liegt zwischen
100 und 150 Nukleotiden. Nachdem die mittlere Groe der Produkte der in vitro
Transkription bestimmt worden war, wurde die Hydrolysedauer und somit der Grad der

Fragmentierung iiber folgende Formel berechnet.

. Lo — Lt
Hydrolysedauer [min] = —————
yearoy [ ] k x Lo x L¢
L, = Sondenlinge vor der Hydrolyse [kB]
Lr = Sondenlinge nach der Hydrolyse [kB]
k = 0,11 kB/ min (Konstante bei 60 °C)

Fir die Durchfiihrung der limitierten Hydrolyse wurde eine &dquivalente Menge an
Hydrolysepuffer zu den aufgereinigten Sonden (vgl. Kap. 2.9.2.3) gegeben und bei 60 °C
fiir die errechnete Hydrolysedauer inkubiert. Das Sondenvolumen muflte hierfiir erneut

bestimmt werden, da es bei der Aufreinigung der Sonden zu unterschiedlichen
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Elutionsvolumen gekommen war. Die Hydrolyse der Sonden wurde anschlieBend auf Eis
durch Neutralisation mit Natriumacetat und Essigsdure gestoppt und die RNA-Fragmente
durch Zugabe von Ethanol und denaturierter Lachsspermien-DNA fiir 30 min bei —20 °C
gefillt. Bei einem Gesamtvolumen des Hydrolyseansatzes von 200 ul wurden hierzu in

gegebener Reihenfolge folgende Mengen an Losungen hinzugegeben.

- 6,75l 3 M Natriumacetat (pH 6,0)

- Il 1 M Essigsdure

- 550 pl Ethanol (-20 °C)

- 12 ul denaturierte Lachsspermien-DNA (5 mg/ml)

Nach der Fillung wurden die Priizipitate bei 20.000 g zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Pellets in 50 pul 1x TE resuspendiert. Zur Bestimmung der Sonden-
konzentration wurde der radioaktive Zerfall von 1 ul der Losung im Szintilationszéhler
gemessen. Der Verlust an Sonde durch die Hydrolyse kann bis zu 50 % betragen. Die
Sonden wurden bei —20 °C gelagert und konnten 3 Monate flir Hybridisierungsexperimente

eingesetzt werden.

e Hydrolysepufter:

80 mM Natriumhydrogencarbonat; 120 mM Natriumcarbonat; pH 10,2

2.9.3 Hybridisierung

Im AnschluBl an den Pronaseverdau (vgl. Kap. 2.9.1.3) erfolgte die Hybridisierung unter
Abschlufl von Deckgldser auf den Objekttragern. Abhdngig von der Schnittdicke werden
pro Objekttrager 10 — 20 pl Hybridisierungslosung mit einer Sondenkonzentration von
1-2ng/10 pl bendtigt. Fir 16 um dicke Diinnschnitte wurde in den Versuchen 20 pl
Hybridisierungslosung mit einer Sondenkonzentration von 1,5 ng/ 10 pl eingesetzt. Fiir
die Hybridisierung wurden jeweils 20 ul Hybridisierungslosung iiber den Schnitten verteilt
und ein Deckglas (18 x 18 mm) luftblasenfrei aufgelegt. Die Rénder der Deckgldser
wurden danach mit 50 % Fixogum (Marabuwerke GmbH & Co., Tamm) in Petroleum-
benzin abgedichtet und die Objekttrager waagerecht in eine feuchte Kammer (2x SSC)
gelegt. Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 50 °C.
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e Ansatz fiir 100 pl Hybridisierungslosung (ausreichend fiir 5 OT):

50 ul  Formamid
20 pl Dextransulfat (50 %)
6ul  5MNaCl
2ul 50xTE
2 ul  50x Denhardt Reagenz
6ul  0,75MDTT
x ul  A. bidest. (DEPC behandelt)
yul =15 ng RNA-Sonde

Y100l (x+y=14pl)

e 50x Denhardt Reagenz:
0,1 g Ficoll 400; 0,1 g PVP (Polyvinylpyrolidol); 0,1 g BSA (Fraktion V);
auf 10 ml mit A. bidest. auffiillen; sterilfiltrieren und in 1 mlAliquots einfrieren

e S0xTE:
0,5 M Tris; 50 mM EDTA; pH 8,0 mit HCI eingestellt

2.9.4 Waschen und RNase-Verdau

Nach der Hybridisierung wurde das Fixogum mit einem spitzen Skalpell abgelost und die
Objekttrager solange in separate gekennzeichnete Farbekiivetten mit 2x SSC gestellt bis
sich die Deckglidser von selbst abgelost hatten. Im Anschlul hieran wurden die
Objekttrager in den selben Firbekiivetten im Wasserbad bei 45 °C 2x 45 min mit
Waschpuffer und 5 min bei RT mit 10 mM DTT in 1x SSC gewaschen. Um spéter bei der
Detektion Signale von unspezifisch gebundener einzelstrangiger RNA zu vermeiden wurde
diese nach der Hybridisierung durch eine RNase-Behandlung abgebaut. Dieses geschah
wiederum in extra gekennzeichneten Fiarbekiivetten durch eine 30 miniitige Behandlung
mit RNase-Losung bei 37 °C im Wasserbad. AnschlieBend wurden die Objekttrager erneut
2x 45 min bei 45 °C mit Waschpuffer und 2x 5 min mit 10 mM DTT in 1x SSC bei RT
gewaschen. Zuletzt wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden ethanolischen Reihe
(vgl. Kap. 2.7.1.2) dehydratisiert und konnten dann, bis zur weiteren Bearbeitung, bei 4 °C

gelagert werden.
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e  Waschpufter:
10 mM DTT; in 1x SSC mit 50 % Formamid

e RNase-Puffer:
0,5 M NaCl; 10 mM TRIS; 1 mM EDTA; pH 8,0 mit HCI eingestellt

e RNase-Stammldsung:
10 mg/ml RNase A in 10 mM TRIS/HCI (pH 8,0); 10 mM NaCl; 20 % Glycerin

in Aliquots bei —20 °C einfrieren

e RNase-Losung:
Endkonzentration 20 pg/ml; 65 pl RNase-Stammldsung; in 32,5 ml RNase-Puffer

2.9.5 Mikroautoradiographie

Die Detektion der radioaktiv markierten RNA-Hybride erfolgte iiber die sensitive Methode
der Mikroautoradiographie. Bei der Mikroautoradiographie werden die Gewebeschnitte
mit fliissigem Rontgenfilm tiberschichtet, welcher durch die B-Strahlung beim radioaktiven
Zerfalls des *>Schwefels lokal belichtet wird. Die Verwendung von Fliissigfilm ermoglicht
den direkten Kontakt des Films zu den Hybriden und somit eine genaue Lokalisierung der
spezifischen mRNA am Ort ihrer Bildung. Nach der Entwicklung des Films lassen sich die
Ergebnisse der in situ Hybridisierungen anhand der geschwérzten Silberkdrner leicht am

Mikroskop auswerten.

2.9.5.1 Beschichten der Objekttriger mit Fliissigfilm

Als Filmmaterial fiir die Mikroautoradiographie wurde eine NTB 2 Nuclear Track
Emulsion (Tecnomara, Fernwald) verwendet. Aufgrund der hohen Lichtempfindlichkeit
des Fliissigfilms muften alle Arbeiten bis nach der Entwicklung des Films in absoluter
Dunkelheit durchgefiihrt werden. Das Filmmaterial, welches bei Raumtemperatur eine
zihe Masse ist, wurde im Wasserbad bei 42 °C in 5ml Aliquots aufgeteilt und in
Szintilationsgefdfen bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Das Beschichten der Objekttrager fand
einzeln, in einer speziell angefertigten Féarbekiivette (Reservoir: 32 x 5 x 70 mm, 1x b x h),

mit nach oben offenem Fiihrungstrichter statt.
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Fir die Beschichtung der Objekttrager wurden in einem Wasserbad 5 ml 600 mM
Ammoniumacetat sowie ein 5 ml Aliquot des Films fiir 30 min bei 42 °C erwédrmt und
anschlieBend in die ebenfalls vorgewdrmte Firbekiivette gegeben. Mit einem sauberen
Objekttrager wurden die Losungen behutsam gemischt und fiir 10 min stehengelassen.
Durch Eintauchen mehrerer einzelner Objekttriger wurden aufgestiegene Luftblasen
solange entfernt bis die Glasoberfliche mit einem ebenméfigen Film {iberzogen war. Die
Objekttrager mit den Gewebeschnitten konnten nun durch Eintauchen und gleichmafBiges
Herausziehen aus dem Film beschichtet werden. Im Anschlu3 hieran wurden sie fiir 2 h in
senkrechter Position auf Filterpapier stehend an der Luft getrocknet. Die Exposition fiir
3-6d (1d-mehrere Wochen moglich) fand in schwarzen, lichtundurchlissigen
Plastikboxen mit Tragegestell bei 4 °C statt. In den Plastikboxen deren Deckel zusétzlich
mit schwarzem Gewebeband abgedichtet wurden, befanden sich zur Entwésserung der Luft

Sackchen mit Trockenmittel (CuSQOy).

2.9.5.2 Entwicklung des Films und Versiegelung der Priparate

Um eine RiBBbildung bei der Entwicklung des Films zu vermeiden, war es wichtig, daf3
Entwickler (Kodak D-19), Fixierer (Kodak Fixierbad fiir Film und Papier), das Wasserbad
sowie die Objekttrager anndhernd die gleiche Temperatur von 15 °C hatten. Die Objekt-
trager wurden mit dem Tragegestell erst fiir 4 min in Entwickler gestellt, dann 15 s in
A. dest. gewaschen und anschlieBend 5 min fixiert. Nach dem Fixierbad wurden die
Objekttrager weitere 15 min bei Licht mit A. dest. gewaschen und fiir 1 h an der Luft
getrocknet.

Fir die Herstellung von Dauerpriparaten wurden 30 pl Eindeckmittel (Histofluid; Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG, Bad Mergentheim) nach Herstellerangaben iiber den
Schnitten verteilt und ein Deckglas (18 x 18 mm) luftblasenfrei aufgelegt. Bevor das
Eindeckmittel fest wurde, konnte es auf einer Streckplatte gleichmifig verteilt werden. Die
fertigen Priparate wurden am Mikroskop ausgewertet und konnten bei Raumtemperatur fiir

mehrere Monate gelagert werden.
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2.10 Western Analysen

Der Nachweis von geringen Mengen bestimmter Proteine gelang mit dem sogenannten
Immuno-Western-blotting. Bei dieser immunologischen Methode wurden einzelne Proteine
nach  Auftrennung eines  Gesamtproteingemisches in  einer  denaturierende
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und dem Transfer auf eine immobilisierende

Membran mittels spezifischer Antikdrpern nachgewiesen.

2.10.1 Proteinextraktion

Die Extraktion von Proteinen aus Weizenblittern wurde nach einer Methode von
BRYNGELSSON und GREEN (1989) durchgefiihrt. Hierzu wurden fiinf Blitter in fliissigem
Stickstoff gemdrsert, das Pulver in ein 2 ml Eppendorfreaktionsgefdf tiberfiihrt und 1,5 ml
kalter Extraktionpuffer hinzugegeben. Danach wurden die Probe griindlich durchmischt
und 20 min bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
durch Filtration mit einem Papierfilter von Schwebstoffen befreit. Zur Entsalzung des
Proteingemisches wurden die Proben in einem Spectra/Por” Dialyseschlauch (Ausschluf
6-8 kD; Spectrum Medical Industries; Los Angeles; USA) gegen 1 mM Tris/Cl pH 6,8
tiber Nacht dialysiert. Zum Einengen des Probenvolumens auf etwa 150 ul wurden die
Dialyseschlduche fiir 1 h mit PEG 20000 bedeckt. Nach dem Sdubern der Schliuche mit
A. dest. wurden die Proteinextrakte in Reaktionsgefd3e liberfiihrt und 15 min bei 20.000 g
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfreaktionsgefil3

tiberfiihrt und bei —20 °C gelagert.

e Extraktionspuffer:

32 mM Na,HPOy; 84 mM Zitronensdure; 14 mM Mercaptoethanol; pH 2,8

2.10.2 Proteinbestimmung

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte nach einer Methode von BRADFORD (1976),
die auf einer Reaktion des Coomassie-Reagenz mit den freien Aminogruppen der Proteine
beruht. Der Nachweis wurde iiber den entstehenden Farbkomplex photometrisch bei einer
Wellenlinge von A =595 nm gefiihrt. Fir die Konzentrationsbestimmung wurde der
Proteinextrakt mit Coomassie-Reagenz im Verhéltnis 1:1 gemischt und die Extinktion

nach einer 15 miniitigen Inkubationszeit bei RT am Photometer gemessen. Anhand einer
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Eichgeraden, welche mit BSA erstellt wurde, konnte die Konzentration in
BSA-Aquivalenten errechnet werden. Die Herstellung des Coomassie-Reagenz erfolgte

nach einer verdnderten Anleitung von SCOPES (1988).

° Coomassie-Reagenz:

600 mg/l Coomassie-Brilliant-Blue G250; in 2 % [v/v] Perchlorsiure
Coomassie bei 4 °C iiber Nacht 16sen und anschlieBend 2x filtrieren; die Extinktion

bei A = 465 nm sollte zwischen 1,3 und 1,5 liegen

2.10.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das GieBlen der Polyacrylamidgele und Auftrennung der Proteinextrakte erfolgte in einer
Mini-Protean II Kammer der Firma BioRad (Hercules; USA). Die Polyacrylamidgele
bestanden aus einem 15 %igen Trenngel und einem 4 %igen Sammelgel. Zuerst wurde das
Trenngel gegossen. Hierzu wurden die Monomerstammlosung, das A. dest. und der Puffer
gemischt und in einer Saugflasche im Vakuum entgast. Nach Zugabe des Radikalbildners
APS (Ammoniumpersulfat) und des Katalysators TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylen-
diamin) wurde die Losung vorsichtig vermischt und ziigig in die Gelkassette pipettiert.
Waihrend der Polymerisation des Gels wurde es mit Isopropanol iiberschichtet. Analog zum
Trenngel wurde dann das Sammelgel aus den einzelnen Komponenten hergestellt.
Nachdem das Isopropanol mit Filterpapier abgesaugt war, wurde das Sammelgel tiber dem
Trenngel in die Gelkassette eingefiillt und ein Probenkamm eingesetzt.

In der Zeit bis zur vollstindigen Polymerisation des Sammelgels wurden die Proben
vorbereitet. Von den Proteinextrakten wurde eine Menge, welche 2 ng BSA-Aquivalenten
entsprach, mit A. dest. auf 8 pl aufgefiillt und mit 2 ul SDS-Probenpuffer versetzt. Die
Proben wurden dann 5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieBend auf Eis gestellt.
Nachdem die Gelkassette in die Elektrophoresekammer eingebaut und die Pufferreservoirs
mit 4 °C kaltem Elektrophoresepuffer befiillt waren, wurden die Proben kurz herunter
zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Wéhrend der elektrophoretischen Auftrennung
der Proteine bei 200 V wurde die Elektrophoresekammer mit Eis gekiihlt. Nach ca. 60 min
hatte das als Laufmarker fungierende Bromphenolblau das Gel passiert und die
Elektrophorese konnte gestoppt werden. Das Gel wurde vorsichtig aus den Glasscheiben

gelost, das Sammelgel entfernt und einem Elektroblot unterzogen.
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e 15 % Trenngel:
2,5 ml A. dest.; 2,5 mll,5 M Tris/CI (pH 8,8); 5 ml Acrylamid/Bis-Stammldsung
(37 % T, 1 % C; Boehringer Mannheim); 50 ul 10 % APS; 5 pl TEMED

o 4 % Sammelgel:
6,2 ml A. dest.; 2,5 ml 0,5 M Tris/Cl (pH 6,8); 1,3 ml Acrylamid/Bis-Stammlésung
(37 % T, 1 % C; Boehringer Mannheim); 50 ul 10 % APS; 10 ul TEMED

e 5x SDS-Probenpuffer:
1 ml 2 M Tris/CI (pH 6,8); 3,2 ml 20 % [w/v] SDS; 3,2 ml Glycerin; 0,2 ml 4 % [w/v]
Bromphenolblau; 1,45 ml 1 M DTT

e Elektrophoresepuffer:

25 mM Tris/Cl (pH 8,3); 192 mM Glycin; 0,1 % [w/v] SDS

2.10.4 Elektroblot

Der Proteintransfer auf eine immobilisierende Nitrocellulosemembran (Hybond™ ECL™,
Ammersham) wurde in einer Mini-Protean Elektroblotting Kammer der Firma BioRad
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Blottingpuffer sollte wéhrend des Protein-
transfers eine Temperatur von 4 °C haben. Aus diesem Grund wurde der Puffer vorgekiihlt
und die Blottingapparatur wahrend des Blotvorganges auf Eis gestellt. Der Proteintransfer

wurde bei einer Spannung von 100 V durchgefiihrt und dauerte etwa 60 min.

e Blottingpuffer:
25 mM Tris/Cl (pH 8,3); 192 mM Glycin; 20 % [v/v] Methanol

2.10.5 Immunodetektion

Die Detektion spezifischer Proteine wurde mit dem "BM Chemiluminiszens
Westernblotting Kit (Mouse/Rabbit)" von Boehringer Mannheim durchgefiihrt. Der
Nachweis der Proteine erfolgt hierbei {iber die Bindung eines priméiren proteinspezifischen

Antikorper, der anschlieBend iiber die Bindung eines sekundiren Peroxidase-gekoppelten
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Antikorper detektiert wird. Die Peroxidase am sekunddren Antikorper katalysiert spiter die
Oxidation von Luminol in Anwesenheit von H,O,. Bei dem einsetzenden Zerfall des
Reaktionsprodukts entsteht Chemiluminiszens, welche auf RoOntgenfilmen sichtbar
gemacht werden kann.

Der in den Versuchen zur Detektion von pRHv-4-Homologen in Weizen eingesetzte
primdre polyklonale Antikorper (anti-HvPR-1la, hergestellt in Kaninchen) wurde von
DR. T. BRYNGELSSON, Swedish University of Agricultural Science, Svalov, Schweden zur
Verfligung gestellt.

Vor der Immunodetektion wurden die zundchst die freien Bindungsstellen auf den
Membranen durch Schwenken in 1 % Blockingreagenz 1 h blockiert. Hierauf wurden die
Membranen 1h in 0,5% Blockingreagenz mit dem primdren AntikOrper in einer
Verdiinnung von 1 : 1000 inkubiert. Unspezifisch gebundener Antikérper wurde durch
2x 10 min Waschen mit Waschpuffer entfernt. AnschlieBend wurden die Membranen
2x 10 min in 0,5 % Blockingreagenz inkubiert und dann der sekundidre Antikdrper in einer
Verdiinnung von 1 : 5000 hinzu gegeben. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit folgten
vier weitere jeweils 10-miniitige Waschschritte mit Waschpuffer. Nachdem Entfernen der
unspezifisch gebundenen Antikdrper wurden die Membranen 1 min in Detektionsreagenz
geschwenkt, leicht feucht in Folie eingeschweifit und ein Rontgenfilm (X-OMAT AR,
Kodak) fiir 1-10 min aufgelegt. Fiir die Entwicklung der Filme wurde Agfa G 153

Entwickler und Fixierer verwendet.

° TBS:
50 mM Tris; 0,15 M NaCl; pH 9,5 mit HCI eingestellt

e  Waschpuffer:
0,1 % [v/v] Tween in TBS

e Blockingreagenz:

10 % [v/v] Blocking-Stammlésung (BM Kit) in TBS

e Detektionsreagenz:

Losung A/Losung B (BM Kit); 1:100 [v/v]
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3 Ergebnisse

3.1 Makroskopische Analyse des Mehltaubefalls nach chemischer
Induktion der Resistenz mit BTH

Begleitend zu den biochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurde die
Starke der Resistenzinduktion durch BTH anhand der Reduktion des Mehltaubefalls
makroskopisch analysiert. Die Auswertung nach BTH-Behandlung erfolgte iiber
Auszdhlen der Mehltaupusteln auf den abaxialen und adaxialen Seiten der ersten, zweiten
und dritten Blitter. Als Vergleich hierzu wurden Kontrollpflanzen herangezogen, welche
nur mit der Formulierung (WP, wettable powder) ohne aktive Substanz behandelt worden
waren (s. Abb. 6A).

Da die Inokulationsdichte und die Stdrke der BTH-Wirkung innerhalb der Versuche
oftmals stark variierten, ist in Abb.5 nur das Ergebnis eines einzelnen Versuches
dargestellt. Die Induktion einer Resistenz durch BTH konnte in mehreren Versuchen auf
allen Blattetagen nachgewiesen werden. Unabhingig von der Blattetage kam es zwischen
den Versuchen zu Schwankungen zwischen 10 und 70 % Reduktion des Mehltaubefalls.
Die Auswertung des Befalls auf den dritten Bléttern erwies sich teilweise als schwierig, da
zum Zeitpunkt der Inokulation erst ein Teil des Blattes ausgebildet war. Dies erkldrt auch
die geringere Anzahl an Mehltaupusteln auf diesen Blittern. Um eine Induktion auch auf
hoheren Blattetagen zu dokumentieren, wurden in einem einmaligen Experiment zu einem
spéteren Zeitpunkt (10 dpt) voll entwickelte dritten und vierten Blétter inokuliert und nach
weiteren 7 Tagen ausgewertet. Es konnte nach Induktorbehandlung eine Reduktion des

Mehltaubefalls um 60 % erreicht werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5: Quantitativ makroskopische Analyse des Mehltaubefalls auf verschiedenen Blattetagen
induktorbehandelter Weizenpflanzen 7 Tage nach Inokulation mit Bgr. 14 Tage alte Pflanzen der
Weizenlinie Kanzler wurden mit 100 ppm (bezogen auf das Bodenvolumen) des Resistenzinduktors BTH
behandelt. Kontrollpflanzen wurden mit der entsprechende Menge der nicht aktiven Leerformulierung WP
behandelt. 4 Tage nach der Behandlung (4 dpt) wurden die Blétter beidseitig mit Bgt mit einer Dichte von
3-5 Konidien pro mm® inokuliert. 7 Tage spéter wurde auf je 25 Pflanzen die Anzahl der Mehltaupusteln auf
der abaxialen und adaxialen Seite der ersten, zweiten und dritten Blétter auf 8 cm Lénge 1cm unterhalb der
Blattspitzen bestimmt und zusammengezéhlt. Dargestellt ist das Ergebnis eines einzelnen Versuches. Die

Daten wurden mit dhnlicher Tendenz in mehreren unabhdngigen Versuchen reproduziert.

3.2 Qualitative und quantitative mikroskopische Analyse der

pflanzlichen Abwehr nach Induktorbehandlung

Der Mechanismus, welcher der CIR in Gerste gegeniiber Bgr zugrunde liegt, wurde bereits
in vorangegangenen cytologischen Untersuchungen analysiert. Dabei zeigte sich, daf3
DCINA, DCSA und BTH zu einer verstiarkten Bildung effektiver Papillen und Auspriagung
von HR nach Befall mit Bgh fiihrt (KOGEL et al. 1994, BECKHOVE 1995 unverdéffentlicht,
JAROSCH et al. 1997). Fiir Weizen fehlten bislang Daten beziiglich der Resistenzreaktionen
der Pflanze gegeniiber Bgt nach einer Induktorbehandlung.

Fiir die Untersuchungen wurden 14 Tage alte Weizenpflanzen iiber eine Bodenapplikation

mit BTH (100 ppm, bezogen auf das Bodenvolumen) behandelt. Kontrollpflanzen wurden
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nur mit einer entsprechenden Menge der Formulierung (WP) des Wirkstoffes behandelt.
Die Inokulation mit dem Weizenmehltau erfolgte 4 Tage nach der Behandlung. Die
Auswertung der Interaktionsstellen fand dann nach weiteren 48 Stunden statt. Da der
morphologische Aufbau der Epidermis von Weizen in etwa dem von Gerste entspricht und
bekannt ist, daB verschiedene Zelltypen unterschiedliche Reaktionen auf eine
Mehltauinfektion zeigen, wurde flir die Auswertung der Interaktionen eine Einteilung in

kurze (A + B) und lange (C) Zellen nach KOGA et al. (1990) vorgenommen (s. Abb 7).

Abb. 6: Makroskopische und mikroskopische Analyse der Resistenz-induzierenden Wirkung von BTH
auf den Mehltaubefall in Weizen. A: Makroskopischer Vergleich der Blétter einer WP-behandelten
Kontrolle (oben) mit einer BTH-behandelten Pflanze (unten). B, C, D: Mikroskopische Analyse zur Wirkung
der Resistenzinduktion durch BTH 48 hpi. B: WP-behandelte Kontrolle; Der Pilz konnte die Epidermiszelle
penetrieren, ein Haustorium (HAU) im periplasmatischen Raum der Zelle ausbilden und mit verlangerten
sekundédren Hyphen (ESH) auswachsen. C: BTH-behandelte Probe; Der Pilz wurde durch eine effektive
Papille (PAP) an der Penetration gehindert. D: BTH-behandelte Probe; m Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme einer einzelnen Epidermiszelle, welche mit einer HR aus den Pathogenbefall reagiert hat. Durch
Einlagerung phenolischer Substanzen wahrend der HR fluoresziert die Zelle bei UV Anregung (485 + 10 nm)
gelb. KO: Konidie, APP: Appressorium. GroBenbalken = in A 5 mm, in B und C 10 pum, in D 50 pm.
(quantitative Auswertung der Versuche s. Abb. 7)
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Die genannten Zelltypen sind auf der adaxialen Seite eines Blattes parallel zu den
Leitbiindeln angeordnet. Die langen C-Zellen befinden sich jeweils {iber den Leitbiindeln,
die kurzen (A + B) Zellen in den Bereichen zwischen den Leitbiindeln. A-Zellen grenzen
im Gegensatz zu B-Zellen (und auch C-Zellen) direkt an Stomata an (s. Abb. 7 rechts).

Fiir die Analyse des Resistenzmechanismus wurden verschiedene pflanzlichen Abwehr-
reaktionen und Entwicklungsstadien des Pilzes in die Auswertung einbezogen. Fiir eine
erfolgreiche Infektion wurde nach Penetration und Bildung eines Haustoriums die
Entwicklung von sekundéren Hyphen (ESH, s. Abb. 6B) als Hauptkriterium herangezogen.
Als Abwehrmechanismen wurde einerseits die Bildung effektiver Papillen (PAPg; s. Abb. 6C),
andererseits das Auftreten von hypersensitivem Zelltod (HRyoa1, s. Abb. 6D) bewertet. Fiir
eine detailliertere Analyse wurde die HR klassifiziert in HR ohne Penetration (HR+PAP)
und HR in Zellen, in denen ein Haustorium erkennbar war (HR+Hau).

Die in BTH-behandelten Weizenpflanzen vorherrschenden Resistenzmechanismen waren
einerseits eine erhohte Penetrationsresistenz und andererseits ein verstirktes Auftreten von
Zellen mit HR ohne vorangegangene Penetration der Zellen. Wie in Abb. 7 dargestellt, be-
wirkte die Induktorbehandlung gegeniiber den Kontrollen auf kurzen, wie auch auf langen
Zellen eine Reduktion der Bildung von ESH von iiber 50 %. Insgesamt erwiesen sich kurze
Zellen mit knapp 39 % ESH als deutlich anfilliger gegeniiber dem Mehltau als lange Zel-
len mit 13 % ESH. Auf kurzen Zellen basierte die Reduktion des Mehltaubefalls auf einer
Erhohung der Anzahl effektiver Papillen um 12 % sowie einer Zunahme der Zellen mit HR
von 8 %. Grund fiir die Zunahme der HR waren hauptséchlich Ereignisse, bei denen der
Pilz die Zellen nicht penetrieren konnte, und es zusétzlich zu Zelltod gekommen ist. Der
Anteil an Zellen, welche nach einer erfolgten Penetration mit einer HR reagierten, war mit
maximal 2 % gering und trug so kaum zur Ausprigung der Resistenz bei. Auf langen
Zellen war die Bildung von effektiven Papillen der einzige Mechanismus, der fiir die Aus-
priagung der erhdhten Resistenz nach Induktorbehandlung verantwortlich war. Der ohnehin
geringe Anteil an langen Zellen mit HR (5,8 %) sank sogar noch leicht ab.

Bei verschiedenen unabhingigen Reproduktionen der Versuche wurden &hnliche
Ergebnisse erzielt. Das bedeutet, da3 jeweils die Penetrationsresistenz in Bléttern, die vor
der Inokulation mit BTH behandelt worden waren, verstirkt ausgeprigt wurde. Dabei
variierte das Verhéltnis von nicht penetrierten Zellen mit und ohne zusitzliche Auspragung

einer HR von Experiment zu Experiment.
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Abb. 7: Qualitative und quantitativ mikroskopische Analyse der Abwehrreaktionen der genotypisch
suszeptiblen Weizensorte Kanzler im Zustand chemisch Induzierter Resistenz 48 Stunden nach
Inokulation mit Blumeria graminis f. sp. tritici. 14 Tage alte Weizenpflanzen wurden iiber die Wurzeln mit
100 ppm BTH, bezogen auf das Bodenvolumen, behandelt (graue Séulen). Kontrollpflanzen wurden mit der
entsprechenden Menge der Formulierung des Wirkstoffes behandelt (weille Sdulen, WP). Die Inokulation der
adaxialen Seite der Blitter mit Bgt erfolgte 4 dpt mit einer Dichte von 5-20 Konidien pro mm®. Die
Interaktionsstellen auf kurzen A- und B-Zellen (Teil A) wurden getrennt von denen auf langen C-Zellen
(Teil B) untersucht. Die Lokalisation der kurzen und langen Zellen nach KOGA et al. (1990) ist rechts neben
den Graphen dargestellt. Zur Bewertung einer erfolgreichen Infektion wurde die Bildung von verldngerten
Sekundirhyphen (ESH) ausgezédhlt. Die Kriterien fiir eine Abwehr des Pathogens waren die Bildung
effektiver Papillen (PAPeff) und die Ausprdgung einer HR (HRtotal), welche aufgeteilt wurde in HR ohne
Penetration (HR-PAP) und HR mit vorheriger Bildung eines Haustoriums (HR-Hau). Die Ergebnisse
reprisentieren die Analyse von 5 ersten Blittern pro Behandlungsvariante, wobei jeweils 100 Interaktions-
stellen pro Zelltyp auf jedem Blatt ausgezihlt wurden. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen
iiber die Mittelwerte von 5 Blattern. Die Ergebnisse wurden in &hnlicher Weise in mehreren unabhéngigen
Versuchen reproduziert. Die dargestellten Ergebnisse stammen von Blitter des gleichen Versuchansatzes, der

auch fiir die in vitro und in situ Genexpressionsanalysen (Kap. 3.3 und 3.5.2) verwendet wurde.
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3.3 Expressionsanalysen chemisch induzierter Gene

Die Behandlung von Weizenpflanzen mit BTH flihrt zu einer Aktivierung verschiedener
Gene. Die Expression einzelner Gene wurde anhand der Akkumulation spezifischer
Transkripte in einer Zeitkinetik mittels Northernblot Analysen nachgewiesen. Anhand der
Expressionsstudien sollte gekldrt werden, ob einerseits ein EinfluB verschiedener
Applikationsarten (gespriiht, gegossen) auf Zeitpunkt und Stirke der Genaktivierung
besteht und andererseits, ob die untersuchten Gene durch eine Infektion mit
Weizenmehltau induzierbar sind (Teil A, Abb. 8-11). Die entsprechenden Kontrollpflanzen
wurden mit der Leerformulierung (WP) behandelt. Aulerdem sollte die Frage beantwortet
werden, ob eine Inokulation mit Weizenmehltau (4 dpt) nach erfolgter Resistenzinduktion
zu einer Anderung im Expressionsprofil gegeniiber nur behandelten Pflanzen fiihrt (Teil B,
Abb. 8-11). Dies sollte AufschluB3 dariiber geben, ob induzierte Pflanzen schneller (priming
Effekt) oder durch eine verstirkte (enhancement) Genexpression auf den Pathogenbefall
reagieren. Weiter dienten die Northernblot Analysen als Kontrolle und zur Bestimmung
geeigneter Zeitpunkte fiir in situ Hybridisierungen.

Bei den untersuchten Genen handelte es sich um zwei WCI-Gene (wheat chemically
induced genes), die nach einer BTH-Behandlung in Weizen induziert werden (GORLACH et
al. 1996); eine Lipoxygenase, welche als molekularer Marker flir Induzierte Resistenz in
Gerste beschrieben ist (HAUSE et al. 1999) und PR-1b, einem PR-Protein, welches nach
Pathogenbefall aktiviert wird und dessen Homologe in Dikotylen als Marker der IR
angesehen werden (STICHER et al. 1997, RYALS et al. 1996)

Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach den Behandlungen die ersten Blétter
geerntet, die  Gesamt-RNA  extrahiert, gelelektrophoretisch  aufgetrennt, auf
Nylonmembranen geblottet, die Transkripte mit den entsprechenden DIG- oder
Fluorescein-markierten antisense RNA Sonden hybridisiert und iiber einen Antikdrper-
vermittelten Chemilumineszenznachweis auf Rontgenfilmen detektiert. Die in Abb. 8-11
dargestellten  Northernblot  Analysen wurden mit Pflanzenmaterial desselben
Versuchsansatzes gefertigt, der auch fiir die radioaktiven in situ Hybridisierungen

verwendet wurde (Kap. 3.5.2).
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Abb. 8: Transkriptakkumulation einer Lipoxygenase (LOX) in der gegen Blumeria graminis f. sp. tritici
(Bgt) anfilligen Weizensorte Kanzler im Zustand der chemisch Induzierten Resistenz.

Dargestellt sind die Transkriptakkumulationen in Kanzler nach alleiniger Boden- bzw. Spriihapplikation von
BTH im Vergleich zu nur inokulierten Pflanzen (A) und Pflanzen, welche erst BTH-behandelt und 4 dpt
zusétzlich mit Bgt inokuliert wurden (B).

14 Tage alte Weizenpflanzen wurden mit BTH bzw. der Leerformulierung (WP) iiber das Giewasser
(100 ppm, bezogen auf das Bodenvolumen) oder durch eine Sprithapplikation (100 ppm Losung) behandelt.
Im Falle einer Inokulation der Pflanzen mit Bgr erfolgte diese zu den angegebenen Zeitpunkten (I Bgf) mit
einer Sporendichte von 1 - 5 Konidien pro mn?. Aus jeweils 5 Blittern der verschiedenen Varianten wurden
zu den angegebenen Zeitpunkten nach Induktorbehandlung bzw. Inokulation die RNA extrahiert, jeweils
10 ug elektrophoretisch getrennt und auf Nylonmembranen immobilisiert. Der Nachweis der spezifischen
Transkripte erfolgte durch Hybridisierung mit einer aus Gerste abgeleiteten Fluorescein-markierten
LOX2Hvl Sonde und anschlieBender Detektion iiber einen Immuno-Chemilumineszenz-Assay. Durch
Farbung der RNA mit EtBr” konnte die gleichmidBige Beladung der Gele dokumentiert werden.
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3.3.1 LOX Expression

Die Northernblot Analysen in Abbildung 8 zeigen, daB3 eine Inokulation unbehandelter
Weizenpflanzen der anfilligen Sorte Kanzler mit Bgt zu einer schwachen Expression der
homologen Form (im folgenden vereinfacht nur LOX genannt) der Gersten-Lipoxygenase
(LOX2HvI) ab ‘4 dpi fiihrte. Diese Erhohung der Transkriptmenge hielt bis 6 dpi an und
nahm dann wieder ab.

Sowohl GieB3- als auch Sprithapplikation von BTH fiihrte zu einer starken Erhohung der
LOX Transkriptionsrate. Die Applikation iiber den Boden erwies sich als effektiver, da
bereits '% dpt ein deutlicher Anstieg zu registrieren war. Nach einer Spriihbehandlung kam
es erst 1 dpt zu einem Anstieg der Transkriptmenge. Die Erhhung der Transkriptionsrate
konnte iiber die gesamte Dauer der Probennahme bis 8 dpt detektiert werden. Lediglich
nach einer Bodenbehandlung war 8 dpt ein Riickgang der Transkriptmenge der LOX
festzustellen.

Eine zusitzliche Inokulation mit Bgt zum Zeitpunkt 4 dpt fiihrte in keiner der Varianten zu

einer deutlichen Anderung im Expressionsprofil.

3.3.2 WCI-1 Expression

Die Expressionsanalysen von WCI-1 (Abb. 9) zeigten bei beiden Applikationsarten eine
deutliche Induktion des Gens, nicht jedoch bei den Kontrollpflanzen (WP) oder nach einer
Inokulation mit Bgt. Sowohl nach der Spriih- als auch der Bodenbehandlung war von
1-8 dpt ein Anstieg in der WCI-1 Transkriptmenge zu detektieren. Eine Applikation iiber
die Blitter fiihrte gegeniiber der einer Bodenbehandlung zu einer etwas hoheren
Transkriptionsrate.

Eine zusitzliche Inokulation der behandelten Pflanzen mit Bgt zum Zeitpunkt 4 dpt
bewirkte bis 8 dpt eine leichte, voriibergehende Abnahme der Transkriptmengen. 8 dpt
waren sie wieder auf dem gleichen Level, wie bei den nur behandelten Pflanzen oder sogar

etwas hoher im Falle der Sprithbehandlung.
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Abb. 9: Transkriptakkumulation von WCI-1 in der gegen Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgf)
anfillligen Weizensorte Kanzler im Zustand der chemisch Induzierten Resistenz.

Dargestellt sind die Transkript-akkumulationen in Kanzler nach alleiniger Boden- bzw. Spriihapplikation von
BTH im Vergleich zu nur inokulierten Pflanzen (A) und Pflanzen, welche erst BTH-behandelt und 4 dpt
zusétzlich mit Bgt inokuliert wurden (B).

14 Tage alte Weizenpflanzen wurden mit BTH bzw. der Leerformulierung (WP) iiber das GieBBwasser
(100 ppm, bezogen auf das Bodenvolumen) oder durch eine Sprithapplikation (100 ppm Losung) behandelt.
Im Falle einer Inokulation der Pflanzen mit Bgt erfolgte diese zu den angegebenen Zeitpunkten (I Bgr) mit
einer Sporendichte von 1 - 5 Konidien pro mn?’. Aus jeweils 5 Blittern der verschiedenen Varianten wurden
zu den jeweiligen Zeitpunkten nach Induktorbehandlung bzw. Inokulation die RNA extrahiert, jeweils 2 ug
elektrophoretisch getrennt und auf Nylonmembranen immobilisiert. Der Nachweis der spezifischen
Transkripte erfolgte durch Hybridisierung mit einer Digoxigenin-markierten WCI-I Sonde und
anschlieBender Detektion iiber einen Immuno-Chemilumineszenz-Assay. Durch Farbung der RNA mit EtBr’

konnte die gleichmidfige Beladung der Gele dokumentiert werden.
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Abb. 10: Transkriptakkumulation von WCI-3 in der gegen Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgf) anfilligen
Weizensorte Kanzler im Zustand der chemisch Induzierten Resistenz.

Dargestellt sind die Transkript-akkumulationen in Kanzler nach alleiniger Boden- bzw. Spriihapplikation von
BTH im Vergleich zu nur inokulierten Pflanzen (A) und Pflanzen welche erst BTH-behandelt und 4 dpt
zusétzlich mit Bgt inokuliert wurden (B).

14 Tage alte Weizenpflanzen wurden mit BTH bzw. der Leerformulierung (WP) iiber das GieBBwasser
(100 ppm, bezogen auf das Bodenvolumen) oder durch eine Sprithapplikation (100 ppm Losung) behandelt.
Im Falle einer Inokulation der Pflanzen mit Bgt erfolgte diese zu den angegebenen Zeitpunkten (I Bgr) mit
einer Sporendichte von 1 - 5 Konidien pro mn’. Aus jeweils 5 Blittern der verschiedenen Varianten wurden
zu den angegebenen Zeitpunkten nach Induktorbehandlung bzw. Inokulation die RNA extrahiert, jeweils
2 pg elektrophoretisch getrennt und auf Nylonmembranen immobilisiert. Der Nachweis der spezifischen
Transkripte erfolgte durch Hybridisierung mit einer Fluorescein-markierten WCI-3 Sonde und anschlieBender
Detektion iiber einen Immuno-Chemilumineszenz-Assay. Durch Farbung der RNA mit EtBr’ konnte die

gleichmiBige Beladung der Gele dokumentiert werden.
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3.3.3 WCI-3 Expression

Die Transriptionsprofile von WCI-3 (s. Abb. 10) zeigten eine dhnlichen Verlauf wie bei
WCI-1. Nach Inokulation der Pflanzen sowie in den Kontrollen konnte keine Akkumu-
lation von Transkripten detektiert werden. Eine Behandlung der Pflanzen mit BTH {iber
den Boden fiihrte ab 1 dpt zu einem kontinuierlichen Anstieg der WCI-3 Transkriptmengen
bis zum dritten Tag nach der Behandlung. Danach blieb die WCI-3 Expression auf einem
gleichbleibend hohen Niveau. Die Sprithapplikation von BTH bewirkte schon 2 dpt einen
Anstieg der Genaktivitdt von WCI-3 und war bis 2 dpt etwas stédrker als bei den iiber den
Boden behandelten Pflanzen. Im weiteren Verlauf des Versuches glichen sich die Mengen
der WCI-3 Transkripte in beiden Behandlungsvarianten an. Nach einer zusédtzlichen
Inokulation der induzierten Pflanzen konnte keine Anderung im Expressionsprofil von

WCI-3 festgestellt werden.

3.3.4 PR-1 Expression

Aufgrund hoher Homologien in der stark konservierten Familie der PR-1 Proteine konnte
die Hybridisierung mit einer Sonde durchgefiihrt werden, welche iiber PR-1b aus Gerste
(HvPR-1b) generiert wurde. Eine Inokulation des Weizens mit Bgt fiihrte zu einem
biphasischen Verlauf der Expression des PR-/b Homologs (im folgenden vereinfacht als
PR-1 bezeichnet, s. Abb. 11). Zwischen dem ersten und dritten Tag nach der Inokulation
kam es zum ersten Anstieg der Menge an PR-/ Transkripten. Eine zweite Akkumulation
fand dann ab 7 dpi statt. In allen Versuchen kam es auch in den WP-behandelten
Kontrollpflanzen (meist 2-6 dpt) zu einer unregelmiBigen Expression von PR-I. Nach
einer Spriith- bzw. Bodenbehandlung der Pflanzen mit BTH konnten keine Unterschiede im
Expressionsprofil von PR-1 detektiert werden. In beiden Varianten kam es 1% dpt zu
einem Anstieg der Transkriptmenge. Im Weiteren blieb das PR-/ Expressionsniveau
konstant, bevor es dann 8 dpt wieder zuriickging. Nach Inokulation (4 dpt) der BTH- und
WP-behandelten Pflanzen kam es in allen Varianten bereits nach 1 d zu einer massiven
Erhohung der PR-I Transkriptmenge. Im Gegensatz zu den beiden BTH-behandelten
Varianten lie} die Stirke der Expression von PR-1 8 dpt (4 dpi) bei den WP-Kontrollen
wieder deutlich nach. Zu diesem Zeitpunkt erreichte die Transkriptmenge in den

inokulierten Kontrollpflanzen etwa das Niveau der nicht inokulierten Pflanzen.
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Abb. 11: Transkriptakkumulation von PR-1 in der gegen Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgf) anfilligen
Weizensorte Kanzler im Zustand der chemisch Induzierten Resistenz.

Dargestellt sind die Transkript-akkumulationen in Kanzler nach alleiniger Boden- bzw. Spriithapplikation von
BTH im Vergleich zu nur inokulierten Pflanzen (A) und Pflanzen, welche erst BTH-behandelt und 4 dpt
zusitzlich mit Bgt inokuliert wurden (B).

14 Tage alte Weizenpflanzen wurden mit BTH bzw. der Leerformulierung (WP) iiber das GieBwasser
(100 ppm, bezogen auf das Bodenvolumen) oder durch eine Spriithapplikation (100 ppm Losung) behandelt.
Im Falle einer Inokulation der Pflanzen mit Bgt erfolgte diese zu den angegebenen Zeitpunkten (¥ Bgt) mit
einer Sporendichte von 1 - 5 Konidien pro mm?®. Aus jeweils 5 Blittern der verschiedenen Varianten wurden
zu den angegebenen Zeitpunkten nach Induktorbehandlung bzw. Inokulation die RNA extrahiert, jeweils
10 pg elektrophoretisch getrennt und auf Nylonmembranen immobilisiert. Der Nachweis der spezifischen
Transkripte erfolgte durch Hybridisierung mit einer aus Gerste abgeleiteten Digoxigenin-markierten HvPR-
1b-Sonde und anschlieender Detektion iiber einen Immuno-Chemilumineszenz-Assay. Durch Farbung der

RNA mit EtBr” konnte die gleichmifBige Beladung der Gele dokumentiert werden.
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3.4  Westernblot Analysen von PR-1 Proteinen

In vielen Pathosystemen kommte es wéhrend der Pathogenese zur Akkumulation einer
Reihe von PR-Proteinen. Einige dieser Gene, darunter auch mehrere der PR-1 Familie,
werden als Marker flir Induzierte Resistenz in dikotylen und monokotylen Pflanzen
beschrieben (WARD et al.1991, UKNES et al. 1992, FRIEDRICH et al. 1996, LAWTON et al.
1996, KOGEL et al. 1994, MURADOV et al. 1993, MORRIS et al. 1998).

In Weizen wurden bis heute nur Vertreter der PR-1 Genfamilie beschrieben, welche durch
Pathogen, nicht jedoch chemisch induzierbar sind (MOLINA et al. 1999). Zum Nachweis
einer Beteiligung von PR-1 Proteinen bei der CIR in Weizen wurden neben den
Genexpressionsstudien auch Westernblot Analysen durchgefiihrt. Aufgrund hoher
Homologien in der stark konservierten Familie der PR-1 Proteine konnte die Immuno-
detektion mit einem Antikorper (anti HvPR-1a) gegen basische PR-1 Proteine aus Gerste
(HvPR-1a, HvPR-1b) durchgefiihrt werden.

Fiir die Westernblot Analysen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten die ersten Bldtter der
einzelnen Versuchsvarianten geerntet und ein Gesamtproteinextrakt hergestellt. Je 2 pg der
Proteine wurden in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
membranen geblotet und PR-1 Homologe mit einem spezifischen sowie einem
Antikorper-Enzym-Konjugat iiber einen Chemilumineszenznachweis auf Rontgenfilmen
dargestellt.

Die Ergebnisse der Western Analysen in Abb. 12 zeigen, dal mit dem Antikdrper, der
gegen Gersten PR-1 gerichtet ist, auch in Weizen PR-1 Homologe nachgewiesen werden
konnten. Der Antikorper detektierte zwei nahezu gleich grof3e Proteine (11 in Abb.12), die
gleichermaB3en sowohl nach Pathogenbefall als auch nach einer BTH-Behandlung induziert
wurden. WP-behandelte Kontrollpflanzen zeigten ab 6 dpt eine schwache Akkumulation
von PR-1. Eine Inokulation der Kontrollpflanzen 4 dpt mit Bgt fiihrte nach zwei weiteren
Tagen (6-8 dpt) zu einer starken Anreicherung von PR-1. BTH-behandelte Pflanzen
reagierten ab 4 dpt mit einer Akkumulation der Proteine, die in der Stirke der in
inokulierten Pflanzen vergleichbar war. Bei BTH-behandelten Pflanzen, welche 4 dpt
zusétzlich inokuliert wurden, stieg bereits am nédchsten Tag die Menge an PR-1 im
Vergleich zu den nur behandelten oder nur inokulierten Pflanzen deutlich an.

Fir WCI-1, WCI-3 und LOX standen keine Antikdrper flir Westernblots zur Verfiigung.

74



ERGEBNISSE

Inokulation oder PR-1
$ mock Behandlung
L Kontrolle
¢ WP
Kontrolle WP
e — —— + Bgt

- w a» @ nur BTH

- * BTH
. + Bgt

Abb. 12: Vergleichende Kinetik der Akkumulation von PR-1 Proteinen in Weizen nach Applikation
von BTH und zusitzlicher Inokulation 4 dpt (0 dpi) mit Bgr. Als Kontrolle dienten Proteinextrakte,
welche nur mit der Formulierung (WP) des Wirkstoffs behandelt waren. Es wurden jeweils 5 erste Blétter
14 Tage alter Weizenpflanzen mit BTH bzw. der Leerformulierung iiber eine Bodenapplikation (100 ppm,
bezogen auf das Bodenvolumen) behandelt. Ein Teil der Pflanzen wurde 4 dpt () mit Bgt mit einer
Sporendichte von 5-20 Konidien pro mm’ inokuliert. Ein Gesamtproteinextrakt wurde aus jeweils 5 ersten
Bléttern der verschiedenen Varianten zu den angegebenen Zeitpunkten nach Induktorbehandlung gewonnen.
Nach elektrophoretischer Trennung und Immobilisierung der Proteine wurde die Immunodetektion mit einem
pRHv-4 (PR-1a) Antikérper mittels Chemilumineszenz durchgefiihrt. Der Antikorper detektierte zwei nahezu
gleich grofle Proteine, welche beide induziert wurden. Bei den verwendeten Bedingungen sind sie gerade

noch als zwei {iberlappende Banden erkennbar (T7, sichtbar bei "nur BTH").

3.5 [Insitu Hybridisierungen

Die insitu Hybridisierungen wurden dazu verwendet, die zeitlichen und
gewebespezifischen Expressionsmuster bestimmter Gene zu dokumentieren. In situ wurde
die Expression von WCI-1, WCI-3, einer LOX und von PR-I untersucht. Die
gewebespezifische Lokalisation der mRNA dieser Gene sollte Hinweise auf eine mogliche
Funktion der Genprodukte geben. So muf} z. B. fiir Proteine, welche antifungale Wirkung
haben, postuliert werden, dal} sie einerseits frithzeitig und andererseits in engem Kontakt

zur Infektionsstelle exprimiert werden.
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Durch Expressionsstudien in Northernblot Analysen (vgl. Kap. 3.3) wurden Zeitpunkte fiir
die in situ Hybridisierungen festgelegt. Es wurden frilhe Zeitpunkte (12, 24 ,36 und
48 hpt/hpi) gewdhlt, da es so moglich sein sollte gewebespezifische und zeitliche
Unterschiede im ersten Auftreten von Transkripten festzustellen. Alle untersuchten Gene
wurden, den Northernblot Analysen zufolge, in diesem Zeitraum nach den verschiedenen
Behandlungen induziert.

Durch die insitu Hybridisierungen sollte unter anderem gekldrt werden, ob
unterschiedliche Applikationsarten von BTH (Bodenbehandlung, Spriihapplikation) einen
Einflu auf die Zeitpunkte der Genexpression haben und ob es bei unterschiedlichen
Aufnahmewegen des Induktors zu gewebespezifischen Unterschieden im Expressionsprofil
kommt.

Die meisten bis heute beschriebenen Anwendungen fiir in situ Hybridisierungen wurden in
tierischen Systemen oder in Zellkulturen durchgefiihrt. Um eine geeignete Technik fiir
in situ Hybridisierungen in pflanzlichen Geweben, insbesondere fiir Getreideblitter zu
entwickeln und im Labor zu etablieren, wurden zwei verschiedene Methoden miteinander
verglichen. Das Prinzip beider Methoden ist die Anlagerung und die anschlieBende
Detektion markierter Nukleinsduresonden an die komplementdre mRNA innerhalb von
fixierten Gewebeschnitten auf Objekttrigern. Die erste Methode basierte auf einer nicht
radioaktiven DNA-RNA-Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden, welche tiber Anti-
korper und einen Proteinassay detektiert wurden. Bei der zweiten Methode wurden in einer
RNA-RNA-Hybridisierung radioaktiv markierte Sonden eingesetzt, die durch Mikroauto-
radiographie mittels Rontgenfilmemulsion nachgewiesen werden konnten.

In den nicht radioaktiven in situ Hybridisierungen wurden zundchst nur Untersuchungen
mit DIG- und Fluorescin-markierten Sonden von PR-I und WCI-3 durchgefiihrt. Durch
in situ Hybridisierungen mit radioaktiv—markierten Sonden wurden anschlieBend die
zeitlichen und raumlichen Expressionsmuster von PR-1, WCI-1, WCI-3 und LOX nach

unterschiedlichen Applikationsarten von BTH und Inokulation mit Bgt analysiert.
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3.5.1 In situ DNA-RNA-Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

3.5.1.1 Zelltypspezifischer Nachweis von PR-1 in Weizenblittern

Die erste Methode, welche fiir den Nachweis von mRNA in Querschnitten von
Weizenblittern verwendet wurde, wurde mit DIG-markierten DNA-Sonden durchgefiihrt.
Der Nachweis der DNA-RNA Hybride erfolgte liber Antikorper, welche gegen DIG
gerichtet waren und mit einem Enzym konjungiert waren, welches eine Farbreaktion
(NBT/BCIP zu Formazan) katalysierte (vgl. Kap. 2.8.6). Die ersten Blattgewebeschnitte
BTH-behandelter (6 dpt) und teilweise inokulierter Pflanzen (6dpt/2dpi) wurden mit
HvPR-1b Sonden hybridisiert. Es zeigte sich, daB nur in einzelnen Zellen der Epidermis
mehltauinfizierter Pflanzen Formazan-Signale auftraten (s. Abb. 13A). Entgegen den
Ergebnisse der Northernblot Analysen (vgl. Kap.3.3.4) konnten in BTH-behandelten
Pflanzen keine Transkripte detektiert werden (nicht gezeigt).

Fir eine Verstirkung der Signale wurden weitere Versuche mit einem zweiten
"Verstirker"-Antikdrper durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.8.6). Die Auswertung zeigte, dafl auch

hier nur in einzelnen Epidermiszellen inokulierter Blétter eine Formazanfarbung auftrat.

3.5.1.2 Transkriptakkumulation in Epidermiszellen nach HR?

Die gefarbten Zellen fielen teilweise durch ihre ungewdhnliche Form auf. Sie waren oft
abgeflacht und anscheinend ohne Turgor (s. Abb. 13C). Eine Betrachtung dieser Zellen
unter UV Licht zeigte, dall alle eine Autofluoreszenz besallen, wie sie flir Hypersensitive
Reaktionen typisch ist (s. Abb. 13D). Bei kurz entwickelten Schnitten und bei schwachen
Signalen konnte die Fluoreszenz der Zellen dokumentiert werden, da ansonsten die
Formazanfarbung die Autofluoreszenz der Zellen iiberlagerte. Oftmals wurden in direktem

Kontakt zu Zellen mit Formazanfiarbung Reste von Pilzhyphen gefunden (s. Abb. 13B).

3.5.1.3 Herstellung kurzer Sonden fiir verbesserte Permeabilitit in Gewebeschnitten
Um den Zugang der Sonden zu der komplementidren mRNA wéhrend der Hybridisierung
zu erleichtern und somit moglicherweise auch schwichere Akkumulationen von mRNA im
Gewebe zu detektieren (miindliche Mitteilung, E. SCHMELZER, MPIZ, K&In), wurden kurze
Sonden von WCI-3 und HvPR-1b mit einer Lénge von 120 - 180 bp hergestellt. Es zeigte
sich jedoch, daB3 auch mit diesen Sonden nur Signale in kollabierten Epidermiszellen

detektiert werden konnten (nicht gezeigt).
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Kanzler

Abb. 13: Nicht-radioaktive in situ Hybridisierungen mit DIG-markierten HvPR-1b-DNA-Sonden in
Blattquerschnitten von Weizen und Gerste 48 h nach Inokulation mit Blumeria graminis f. sp. tritici bzw.
Blumeria graminis f.sp. hordei. In A, B, C, D sind Querschnitte von Bgt inokulierten Blittern des
Weizenkultivars Kanzler, in E und F welche des mit Bgh inokulierten Gerstenkultivars Sultan 5 dargestellt. Der
gewebespezifische Nachweis erfolgte iiber anti-DIG-Antikdrper, die mit einem Enzym gekoppelt waren, welche
NBT/BCIP zu braun-violettem Formazan (T, A, B, C, E, F) umsetzen. A: Formazanfirbung in einer einzelnen
Epidermiszelle. B: Hyphen von Bgt (T) nahe bei einer Epidermiszelle mit Formazanfirbung. C + D: Die selbe
Zelle im Durchlicht (C) und unter Fluoreszenzanregung (D) mikroskopiert. Bei schwachen Formazanfirbungen
(C, 1) zeigte sich, daB die gefiirbten Zellen eine HR ausgepriigt hatten, was an der Zellwandautofluoreszenz der
toten Zellen erkennbar war. E + F: In Sultan 5 kam es nach Inokulation mit Bgh trotz der Gersten-spezifischen
Sonde auch nur zu Signalen in Epidermis- (E) und Mesophyllzellen (F) mit HR. Es zeigte sich, daf alle Signale
in HR-Zellen Artefakte waren. (GréBenbalken = 50 pm).
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3.5.1.4 Zeitpunkte vor dem Auftreten der HR

Zellen, welche mit HR auf einen Pathogenbefall reagieren, konnen nur vor dem Eintreten
des Zelltodes Transkripte bilden haben, die dann bei insitu Hybridisierungen
nachgewiesen werden konnen. Um zu zeigen, dal PR-/ Transkripte schon vor dem
Eintreten der HR (beginnend ab ca. 20 hpi) vorhanden waren, wurden Proben 16, 18 und
20 hpi untersucht. In keiner der Gewebeschnitte konnten ein Formazan-Signal gefunden

werden. Zellen mit HR wurden zu diesen Zeitpunkten nicht beobachtet.

3.5.1.5 Kontrollen mit dem Gerstekultivar Sultan 5

Sultan 5 ist ein Gerstenkultivar, welches das Resistenzgen Mla-12 tragt und gegeniiber der
Mehltaurasse Bgh A6 mit HR in Epidermis- und Mesophyllzellen reagiert. Da die PR-1b
Sonde von Gerste abgeleitet war, sollte in Gerste einerseits die Spezifitit der Sonde
getestet werden und andererseits untersucht werden, ob insitu das gleiche
Expressionsprofil wie in Weizen auftritt. Untersucht wurden inokulierte Pflanzen 2 dpi. Es
zeigte sich, dafl auch in Gerste nur in toten Zellen Signale auftraten. Dieses galt sowohl fiir

Epidermiszellen (s. Abb. 13E), als auch fiir Mesophyllzellen (s. Abb. 13F).

3.5.1.6 Nachweis unspezifischer Bindung von DNA-Sonden an HR-Zellen

3.5.1.6.1 Kontrollen mit WCI-3 in Weizen und dem Gerstenkultivar Sultan 5

Northernblot Analysen von RNA chemisch induzierter und inokulierter Pflanzen des
Kultivars Sultan 5 zeigten, dal keine detektierbaren Homologe von WCI-3 in Gerste
vorkommen (nicht gezeigt). WCI-3 Transkripte akkumulieren in Weizen nur nach
chemischer Induktion, nicht aber nach Inokulation mit Bgr (vgl. Kap. 3.3.3). Die in situ
Hybridisierungen mit kurzen sowie langen DIG-markierten Sonden von WCI-3 in Gerste
und Weizen ergaben, wie in den zuvor beschriebenen Versuchen, dafl nur bei inokulierten

Pflanzen in Zellen mit einer HR eine Formazanfarbung auftrat.

3.5.1.6.2 Weitere Kontrollen

Um auszuschlieBen, dafl es sich bei den Ergebnissen der in situ Hybridisierungen um
methodische Fehler handelte, wurde eine Reihe von weiteren Kontrollexperimenten
durchgefiihrt. Um mdoglicherweise schwichere Signale in anderen Geweben als toten
Zellen zu erhalten, wurde die Entwicklungszeit der Farbreaktion bis zu 12 Tagen

ausgedehnt und die Hybridisierungs- und Waschtemperaturen um 5°C herabgesetzt. Beides

79



ERGEBNISSE

hatte zur Folge, dal es auch in anderen Zellen zu einer Formazanfirbung kam, dieses
jedoch gleichermallen in inokulierten oder BTH-behandelten Bléttern, wie auch in den
nicht behandelten Kontrollen.

Fiir den Fall, daB3 einer der Antikorper unspezifisch an Strukturen in HR-Zellen bindet und
dieses zu den falsch positiven Ergebnissen fiihrte, oder eine andere Komponente der
Hybridisierungsansitze  einen  negativen  Einflul  ausiibte, wurden  weitere
Kontrollexperimente mit PR-/-Sonden an Sultan 5 und Kanzler durchgefiihrt, bei denen in
verschiedenen Kombinationen einzelne Komponenten der Ansétze weggelassen wurden.

Die Ergebnisse der einzelnen Kombinationen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Kontrollexperimente der nicht radioaktiven in sifu Hybridisierungen.

Komponenten eines Hybridisierungsansatzes wurden einzeln oder in Kombination weggelassen (-).
Erlauterungen: 1. AK: anti-DIG-FITC; 2. AK: anti-FITC-AP; 3. AK: anti-DIG-AP; Prihyb: Prahybridi-
sierungslosung; GS5: Sultan 5 (Gerste); KA: Kanzler (Weizen); Signale: Formazanfirbung; Behandlungen
wurden mit 100 ppm BTH (bezogen auf das Bodenvolumen) durchgefiihrt. Inokulationen wurden bei Weizen
mit Bgt und bei Gerste mit Bgh durchgefiihrt.

Probe  |Sonde | Prihyb. | 1 AK | 2. AK | 3.AK | hor | cghalein
GS548 hpi | HVPR-1b + + + - + +
GS548 hpi | HVPR-1b + - - + + +
GS548 hpi | HYPR-1b + + - - + -
GS548 hpi | HvPR-1b + - + - + -
GS5 48 hpi - + + + - + -
GSS 48 hpi - + - - + + R
GSS5 48 hpi - + - + - + -
GSS5 48 hpi - + - - - + -
GSS 48 hpi - - + + - + -
GS5 48 hpi - - - - + + _
GS548 hpi | HVPR-1b + + + - - -

KA 5dpt |HvPR-1b + + + - + -
KAS5dpt |HvPR-1b + - - + + -
KA 6 dpt/2 dpi | HVPR-1b + + + - + +
KA 6 dpt/2 dp1 | HVPR-1b + - - + + +
KA 5 dpt - + + + - + -
KA 5 dpt - + - - + + .
KA 6 dpt/2 dpi - + + + - + -
KA 6 dpt/2 dpi - + - - + + -
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Die Ergebnisse der Kontrollexperimente zeigten, dal es nur bei einer vollstindigen
Zusammenstellung der einzelnen Komponenten zu Signalen in HR-Zellen inokulierter
Pflanzen kam.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dafl bei in situ Hybridisierungen mit DIG-markierten
Sonden vornehmlich Signale in totem Gewebe auftreten. Diese Methode wurde deshalb im
Weiteren nicht angewendet. Statt dessen wurde mit radioaktiv markierten RNA-Sonden
gearbeitet. Weitere Kontrollen, welche die Ergebnisse der in situ Hybridisierungen mit

DIG-markierten Sonden in Frage stellen, sind im folgenden Kapitel beschrieben.

3.5.2 Radioaktive in situ RNA-RNA-Hybridisierung

Aufgrund der unklaren Ergebnisse der in situ Hybridisierungen mit DIG-markierten
Sonden wurden weitere Experimente mit radioaktiv markierten RNA-Sonden
durchgefiihrt.

Die Zeitpunkte fiir die Probennahme wurden auf 12, 24, 36 und 48 h nach BTH-Behand-
lung bzw. Inokulation mit Bgt festgelegt. Innerhalb dieses Zeitraumes kam es, wie mit den
Northernblot Analysen zuvor bestdtigt (vgl. Kap. 3.3), bei allen vier untersuchten Genen in
den unterschiedlichen Behandlungsvarianten zu einer Akkumulation der spezifischen
mRNA. Die Zeitpunkte wurden relativ friih gewéhlt, um eventuelle Unterschiede in der
Lokalisation der ersten Transkripte nach unterschiedlichen Applikationsarten des Induktors
festzustellen. Fiir eine bessere Visualisierung der geschwirzten Silberkérner des
Flissigfilms auf den Diinnschnitten wurde eine Methode entwickelt, welche
Auflichtfluoreszenz- mit Dunkelfeldmikroskopie kombiniert. Zellstrukturen waren so
aufgrund ihrer Autofluoreszenz nach UV Anregung gut von den goldfarbenen Signalen der
Silberkdrner zu unterscheiden (s. Abb. 15 A-F). Abbildung 14 (A+B) dagegen zeigt
Aufnahmen im Dunkelfeld ohne UV Anregung, bei denen sowohl die Signale als auch die

pflanzlichen Strukturen weif} sind.

3.5.2.1 Kontrollen mit sense Sonden

Da zur Herstellung der RNA-Sonden eine in vitro Transription durchgefiihrt wurde, bot
diese Methode die Moglichkeit, neben den zur mRNA komplementéren Sonden auch sense
Sonden in umgekehrter Orientierung herzustellen, welche als Negativkontrollen fiir

unspezifische Hybridisierungen eingesetzt wurden.
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Zur Uberpriifung der Daten der nicht radioaktiven in situ Hybridisierungen wurden
Diinnschnitte von inokulierten Weizen- sowie Gerstenbldttern mit sense Sonden von
WCI-1 und HvPR-1b hybridisiert. Wie Abbildung 14 zeigt, kam es auch mit diesen Sonden

zu Signalen in einzelnen HR-Zellen infizierter Pflanzen.

,

Kanzlér Z : . : Sultan 5 P Y
WCI-1 sense Kontrolle 48 hpi , .| HvPR-1b sense Kor?[%)lle

Abb. 14: Kontrollexperimente der insitu Hybridisierung mit radioaktiv markierten sense RNA-Sonden in
Blattquerschnitten von Weizen (Kanzler: A) und Gerste (SultanS; B) 48 Stunden nach Inokulation mit
Blumeria graminis f.sp. tritici bzw. Blumeria graminis f.sp hordei. Fir die Hybridisierung wurden [*S]-markierte
sense RNA-Sonden als Kontrolle fiir unspezifische Bindungen der RNA an Gewebeschnitte eingesetzt. Der
Nachweis erfolgte iiber Autoradiographie mittels einer Rontgenfilmemulsion. Die Lokalisation von gebundener
RNAerfolgte iiber geschwirzte Silberkdrner, welche bei der Dunkelfeldmikroskopie (ohne UV Anregung) als weille
Punkte dargestellt werden. A: Das Weizenkultivar Kanzler wurde mit einer WCI-1 sense RNA-Sonde hybridisiert. B:
Das Gerstenkultivar Sultan5 wurde mit einer PR-1b sense RNA-Sonde hybridisiert. In beiden Féllen (A+B) kommt
es zu einer unspezifischen Anlagerung der senmse Sonden an einzelne Epidermiszellen mit HR (T). Durch diese
Versuche komnte endgiiltig gezeigt werden, dafl es sich bei den Ergebnissen der nicht radioaktiv durchgefiihrten
in situ Hybridisierungen (vgl. Kap. 3.5.1) um Artefakte gehandelt hat. (GroBenbalken= 50 pm).

Mit den entsprechenden antisense Sonden wurden neben den Signalen in HR-Zellen auch
in anderen Gewebeteilen differenzielle Transkriptakkumulationen nachgewiesen. Diese
sind im Folgenden fiir jedes getestete Transkript getrennt beschrieben. Zu den untersuchten
Genen wurden ebenfalls Kontrollen mit sense Sonden durchgefiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dafl es bei BTH-behandelten Pflanzen zu keinen weiteren unspezifischen

Bindungen der RNA-Sonden kam (s. Abb. 15 A, als exemplarisches Beispiel).
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3.5.2.2 Gewebespezifischer Nachweis der LOX

Bereits 12 Stunden nach einer Bodenbehandlung von Weizen mit BTH konnten erste
Transkripte der Lipoxygenase in Diinnschnitten der Blétter nachgewiesen werden. Diese
traten lokal begrenzt um alle Leitbiindel, insbesondere in den parenchymatdsen
Leitbiindelscheidezellen sowie den umgebenen Mesophyllzellen auf. Die Mesophyllzellen
auf der adaxialen Seite des Blattes zeigten meist eine stirkere Akkumulation von
Transkripten als die der abaxialen Seite (s. Abb. 15D). Teilweise wurde in der Néhe starker
Transkriptakkumulationen des Mesophylls auch in G-Zellen (vgl. Kap. 3.2) der Epidermis
mRNA detektiert. Nach einer Sprithbehandlung konnten wie auch in den Northernblot
Analysen erste Transkripte nach 24 h nachgewiesen werden. Diese befanden sich an den
gleichen Stellen wie nach einer Bodenapplikation des Induktors, also ebenfalls in der Nihe
der Leitbiindel (s. Abb. 15C). Selbst nach 48 h war in beiden Behandlungsvarianten kein
Unterschied in den Expressionsprofilen festzustellen. Die Transkription der Lipoxygenase
blieb auf einen engen Raum um die Leitblindel herum beschrinkt (s. Abb. 16B). In
Gewebeschnitten von Pflanzen, welche mit Bgt inokuliert oder mit WP behandelt waren,

konnten keine spezifischen Transkripte detektiert werden (nicht gezeigt).

3.5.2.3 Gewebespezifischer Nachweis von WCI-1

Fiir WCI-1 konnten Unterschiede in der Lokalisation der Transkripte nach verschiedener
Applikation des Induktors nachgewiesen werden. Nach einer Bodenbehandlung der
Pflanzen kam es ab 12 hpt zu einer verstdrkten Anreicherung der WCI-I mRNA in
Mesophyllzellen um die Leitbiindel herum. Hier zeigte vor allem der Bereich um die
kleineren Leitbiindel Signale (s. Abb. 15E). Nach einer Applikation des Induktors iiber die
Blatter kam es zuerst in Mesophyllzellen, welche an die Atemhohlen unterhalb der
Stomata angrenzen, zu einer Transkriptakkumulation (s. Abb. 15F). Im weiteren Verlauf
der Versuche bis 48 hpt konnten dann bei beiden Behandlungsarten im gesamten
Mesophyll Transkripte nachgewiesen werden. Die Signale um die kleineren Leitbiindel
waren meist stirker als im restlichen Mesophyll (s. Abb. 16C). Nach Inokulation der
Weizenblidtter mit Mehltau (nicht gezeigt) oder nach WP-Behandlung (s. Abb. 15 B)

konnten zu keinem der untersuchten Zeitpunkte Transkripte von WCI-1 detektiert werden.
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Abb. 15: In situ Hybridisierungen mit radioaktiv markierten RNA-Sondenvon WCI-1 und LOXin Weizen12 hbzw. 24 h
nach Behandlung mit BTH. Die Bilder A—F zeigen Blattquerschnitte des Kultivars Kanzler, die jeweils mit der im Bild links
unten angegebenen Sonde hybridisiert worden waren. Der gewebespezifische Nachweis der Transkripte erfolgte nach der
Hybridisierung mit [*S]-markierten RNA-Sonden tiber Autoradiografie mittels einer Rontgenfilmemulsion. Die Aufhahmen
entstanden durch Kombination von Dunkelfeldmikroskopie mit zusétzlicher UV Anregung. Transkriptakkunmulationensind anden
goldgelben Punkten zn erkennen. A: Exemplarisches Beispiel einer sense Kontrolle von BTH-behandelten Pflanzen. Zur
Uberpriifing von unspezifischen Bindungen der RNA-Sonden an die Gewebeschnitte wurden sense Transkripte (in diesem
Beispiel von LOX2Hv]) fiir die Hybridisierung eingesetzt. Bei allen untersuchten Genen (WCI-1, WCI-3, LOX, PR-1) kames in
BTH-behandelten Proben zu keinen unspezifischen Anlagerungen der sense RNA-Sonden. B: Exemplarische Darstellung einer
Kontrolle (48 hpt), welche mit der Leerformulierung (WP) von BTH behandelt worden war. Die Hybridisierung erfolgte mit der
antisense Sonde von WCI-1. C+D: Nachweis spezifischer Transkripte von LOX2HvI Homologen in parenchymatdsen
Leitbiindelscheidezellen und dem umgebenden Mesophyll (T) 12 hnach einer Bodenapplikation (sd, soil drench, D) bzw. 24 h
nach einer Sprithbehandlung (spray) der Blétter (C) mit BTH. E+F: Nachweis spezifischer Transkripte von WCI-1 12 hpt. Die
Bodenapplikation von BTH (sd) fiihrte 12 hpt zu ersten Akkumulationen der Transkripte (T) in Mesophyllzellen, welche an die
Leitbiindel angrenzen (E). Eine Spriihbehandlung der Blétter (spray) hingegen filhrte zu ersten Akkumulationen (T) in
Mesophyllzellen, welche die Atemhdhlen unterhalb der Stomata umgeben (F). (GroBenbalken= 50 pm).
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3.5.2.4 Gewebespezifischer Nachweis von WCI-3

Eine Behandlung des Weizen mit BTH fiihrte ab 36 hpt zu einem sichtbaren Anstieg der
Transkripte von WCI-3 im gesamten Mesophyll. Zwischen den beiden Applikationsarten
konnten keine Unterschiede in Zeitpunkt oder Ort der Transkriptakkumulation festgestellt
werden. 48 hpt waren die Signale am stirksten und die Transkripte gleichméBig iiber das
Mesophyll verteilt (s. Abb. 16D). Epidermiszellen zeigten keine Akkumulation von WCI-3
mRNA. In inokulierten oder WP-behandelten Pflanzen konnten keine Transkripte von
WCI-3 festgestellt werden (nicht gezeigt).

3.5.2.5 Gewebespezifischer Nachweis von PR-1

FEine Inokulation der Pflanzen mit Bgt fiihrte ab 24 hpi zu einem Auftreten von PR-/
Transkripten in Mesophyll-, parenchymatosen Leitbiindelscheide- und Epidermiszellen. In
den Epidermiszellen beschrdankten sich die Signale meist auf einen schmalen Saum in
direktem Kontakt zur Zellwand. Bis 48 hpi stieg die Menge an Transkripten in den
genannten Zelltypen weiter an (s. Abb. 16E). Eine Behandlung des Weizens mit BTH
fiihrte nach beiden Behandlungsvariationen in den gleichen Zellen wie auch nach
Inokulation zu einer Induktion von PR-1 (nicht gezeigt). Nach Applikation des Induktors
tiber den Boden konnten im Gegensatz zu den Northernblot Analysen 24 hpi erste
Transkripte nachgewiesen werden. Die Blattapplikation bewirkte eine schwichere und
spitere Expression von PR-I. Hier konnten erst 36 hpi deutliche Anreicherungen der
mRNA detektiert werden. Unterschiede in der Lokalisation des ersten Auftretens der
Transkripte konnten bei keiner der Behandlungsarten festgestellt werden. In WP- oder
unbehandelten Kontrollpflanzen kam es in den gleichen Zelltypen vereinzelt zu einer

schwachen Anreicherung von PR-1 Transkripten (nicht gezeigt).

Abb. 16: In situ Hybridisierungen mit radioaktiv markierten Sonden. Die Bilder A — E zeigen Querschnitte
von Weizenbléttern des Kultivars Kanzler, welche mit der im Bild rechts unten angegebenen Sonde hybridisiert
wurden. Der gewebespezifische Nachweis der Transkripte erfolgte nach der Hybridisierung mit [ **S}-markierten
RNA-Sonden iiber Autoradiografie mittels Rontgenfilmemulsion. Die goldgelben Punkte zeigen die Lokalisation
der Transkripte an. 48 hpt gab es bei keinem der untersuchten Gene Unterschiede in der Lokalisation der
Transkripte zwischen einer Bodenapplikation und einer Srithbehandlung mit BTH. A: WP-behandelte Kontrolle
ohne Transkriptakkumulation. B: Nachweis der LOX Transkripte in Leitbiindelscheidezellen und dem
umgebenden Mesophyll. C: Nachweis von WCI-1 Transkripten im gesamten Mesophyll. D: Nachweis von WCI-3
Transkripten im gesamten Mesophyll. E: Nachweis von PR-1 Transkripten im Mesophyll und der Epidermis nach
Inokulation (48 hpi) mit Bgt. Eine BTH-Behandlung bewirkete PR-1 Transkriptakkumulationen in den gleichen
Zellen wie nach Inokulation (nicht gezeigt). (Gréenbalken =200 um). siehe folgende Seite >
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Abb. 15: In situ Hybridisierungen mit radioaktiv markierten Sonden.
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4 Diskussion

4.1 Induzierte Resistenz in Getreide

Im Gegensatz zu zahlreichen, gut dokumentierten Untersuchungen in dikotylen Pflanzen
gibt es derzeit nur wenige Studien, die das Phdnomen der IR in monokotylen Pflanzen
beschreiben. Die vorliegende Arbeit trigt dazu bei, die Mechanismen, welche der IR in
Getreide zugrunde liegen, besser zu verstehen.

In dikotylen Pflanzen bewirkt eine biologische wie auch chemische Induktion der
Resistenz einen breiten Schutz gegen verschiedene Pathogene wie Viren, Bakterien und
Pilze (VAN LOON 1999). Es zeigte sich, dafl die Induktion der Resistenz durch Pathogene
abhéngig von der Akkumulation von SA ist, wobei jedoch ausgeschlossen werden konnte,
daB sie auch das systemisch translozierte Signal ist. Eine chemische Induktion der
Resistenz  durch sogenannte Resistenzinduktoren fithrt in dikotylen Pflanzen zur
Expression der gleichen Gene wie auch nach Inokulation mit Pathogenen (FRIEDRICH et al.
1996). Mit NahG-Pflanzen, welche nicht mehr in der Lage sind, SA zu akkumulieren und
niml-Mutanten (non inducible immunity), welche nicht mehr biologisch (SAR) oder
chemisch (CIR) induzierbar sind, konnte gezeigt werden, daB3 Resistenzinduktoren als
Funktionsanaloga der SA wirken und an der gleichen Stelle oder kurz hinter SA in den
Signaltransduktionsweg der SAR eingreifen (LAWTON et al. 1996, KESSMANN ef al. 1996,
RYALS et al. 1996).

Die Ergebnisse, welche die Erforschung des SAR-Phinomens in dikotylen Pflanzen
ergeben haben, sind jedoch nicht einfach auf Getreide zu tibertragen. Durch Pathogene
induzierte Resistenz konnte bei der Gerste (CHO und SMEDEGAARD-PETERSEN 1986,
OUCHI et al. 1976, ROMME 1997), beim Weizen (SCHWEIZER et al. 1989) und beim Reis
(HORINO 1976, LANGCAKE und WICKENS 1975, WANTANABE et al. 1979) nachgewiesen
werden. Der Schutz der Pflanze war hierbei jedoch nicht systemisch, sondern blieb lokal
auf die behandelten Blitter beschrinkt. Fiir die IR in Reis gegeniiber Pyricularia oryzae
(SMITH und METRAUX 1991) und Gerste gegeniiber Blumeria graminis (HWANG und
HEITEFUSS 1982, NIEMANN 1993) liegen zwar Berichte iiber systemische Effekte vor, doch
konnten diese Beobachtungen in anderen Laboratorien oftmals nicht bestitigt werden

(DUDLER 1997). Weiterhin gibt es Untersuchungen, welche die lokal Induzierte Resistenz
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zwar bestétigen, aber keine Hinweise auf einen systemischen Schutz der Pflanze erkennen
lassen (BeBer 2001). Teilweise kommt es sogar dazu, daB3 eine Erstinokulation mit einem
virulenten Pathogen genau das Gegenteil bewirkt und zu einer erhohten Anfilligkeit
gegeniiber eigentlich apathogenen Organismen fiihrt, was dann als induzierte
Zugénglichkeit bezeichnet wird. So kann die Inokulation von Gerste oder Hafer mit einer
virulenten Mehltaurasse die infizierten Blétter gegeniiber einer spéteren Inokulation mit
einer ansonsten avirulenten Mehltaurasse anfdllig machen (CARVER et al. 1999, KOMURA
et al. 1990, OUCHI et al. 1974).

Ein weiterer Punkt, welcher deutlich auf die Unterschiede zwischen dikotylen und
monokotylen Pflanzen in Bezug auf IR hinweist, spiegelt sich in der Rolle der SA nach
einem Pathogenbefall wider. In Dikotylen kommt es nach einem Pathogenbefall hdufig zu
einer Akkumulation der SA, welche fiir die Expression von PR-Genen und die Ausprigung
der pathogenabhingigen Form der SAR notwendig ist (RYALS 1996. STICHER et al. 1997).
In Gerste hingegen kommt es nach einer Inokulation mit Bgh oder Bgt nicht zu einer
Akkumulation von SA, was jedoch keinen EinfluB auf die Expression von PR-Genen hat
(HUCKELHOVEN et al. 1999, VALLELIAN-BINDSCHELDER et al. 1998).

Trotz dieser so unterschiedlichen Ergebnisse, welche die biologische Induktion der
Resistenz betreffen, kann durch die gleichen Resistenzinduktoren (SA, DCSA, DCINA,
BTH), die auch in Dikotylen wirksam sind, ein systemisch wirkender Schutz in Getreide
erzielt werden. CIR konnte unter anderem in Gerste gegen Bgh (KOGEL et al. 1994,
BECKHOVE 1995 unveréffentlicht), in Weizen gegen Bgt, Puccinia recondita und Septoria
nodorum (GORLACH et al. 1996), in Reis gegen Magnaporthe grisea (SCHWEIZER et al.
1997) und in Mais gegen Peronosclerospora sorghi (MORRIS et al. 1998) nachgewiesen
werden. Es ergab sich jedoch, daB3 neben einem Teil der klassischen PR-Proteine auch ein
Satz an Genen exprimiert wird, welcher ganz spezifisch fiir die CIR in Getreide ist. In
Weizen (GORLACH et al. 1996), wie auch Gerste (BEBER et al. 2000), konnten Gene
(WCI-Gene, wheat chemically induced; BCI-Gene, barley chemically induced) identifiziert
werden, die nur nach chemischer Induktion, nicht jedoch nach Pathogenbefall induziert
werden. Umgekehrt wurden in Weizen WIR-Gene (wheat induced resistance) identifiziert,
welche nach Inokulation mit dem HR-auslosenden und lokal Resistenz induzierenden
Nich-Wirt-Pathogen Blumeria graminis f. sp. hordei akkumulieren, nicht jedoch nach

Behandlung mit Resistenzinduktoren (SCHWEIZER ef al. 1989, SCHAFFRATH et al. 1997).
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4.2 Wirkung des Resistenzinduktors BTH in Weizen gegen Bgt

Um die Wirkung von Resistenzinduktoren zeigen zu koénnen, steht an erster Stelle die
Uberpriifung der Befallsreduktion nach einer Behandlung mit der Substanz im Vergleich
zu unbehandelten Kontrollen. In der vorliegenden Arbeit wurde die resistenzinduzierende
Wirkung von BTH anhand des Pathosystems Weizen-Echter Weizenmehltau untersucht.
Bonituren des Mehltaubefalls auf den unteren drei Blattetagen nach einer BTH-
Behandlung ergaben eine Reduktion des Befalls von 30-70 %. Dies entspricht den in der
Literatur genannten Zahlen, welche fir BTH und auch fiir andere gut wirkende
Resistenzinduktoren (DCSA, DCINA) in Getreide angegeben werden (KOGEL et al. 1994,
BECKHOVE 1995 unveroffentlicht, GORLACH et al. 1996, SCHWEIZER et al. 1997, MORRIS et
al. 1998). Ein Nachteil von vielen Resistenzinduktoren ist, daB die Spanne zwischen
resistenzinduzierender Wirkung und phytotoxischen Effekten oftmals sehr gering ist. In
den Versuchen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, da3 bei der Anwendung von BTH an
Weizen diese Spanne ziemlich breit ist. Selbst bei einer Bodenbehandlung, mit einer
Aufwandmenge von 4000 ppm (bezogen auf das Bodenvolumen), zeigten sich keine
toxischen Effekte an den Pflanzen. Fiir eine Induktion der Resistenz war eine Menge von
100 ppm jedoch voéllig ausreichend. Die geringe Phytotoxizitit von BTH war mit ein
Grund, warum die Genehmigung fiir die Anwendung als Pflanzenstirkungsmittel im
Anbau von Weizen, Reis, Bananen, Gemiise und Tabak erteilt wurde (ROBERTS und
HUTSON 1999). Im Gegensatz zu Weizen scheint Gerste jedoch empfindlicher gegeniiber
BTH zu sein, da es hier nach einer Behandlung mit BTH haufiger zu Vergilbungen an den

Blattspitzen kommt (personliche Mitteilungen AG Kogel).

4.3 Cytologische Untersuchungen der chemisch induzierten Abwehr-

mechanismen von Weizen gegen Bgt

Im Gegensatz zu der gut charakterisierten Gerste gibt es derzeit wenige Untersuchungen,
welche die Abwehrmechanismen des Weizen gegeniiber dem Echten Weizenmehltau
beschreiben. KOGEL et al. (1994) konnten zeigen, daf3 die CIR in Gerste eine Phénokopie
der durch das Resistenzgen Mlg-vermittelten Abwehr darstellt. Die Abwehrmechanismen
der Gerste, welche nach chemischer Resistenzinduktion mit DCINA den Pilz in seiner

Entwicklung inhibieren, sind eine vermehrte Bildung effektiver Papillen sowie das
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zusitzliche Auftreten einer HR. Das die HR bei der Resistenzgen-vemittelten Abwehr in
Weizen von grofler Bedeutung ist, schlossen schon HYDE und COLHOUN (1975) aus ihren
eigenen und anderen Studien. Sie ordneten verschiedenen Resistenzgenen, bei Inokulation
der Pflanzen mit den entsprechenden avirulenten Mehltaurassen, eine Reihe von
Abwehrmechanismen zu. Das Hauptkriterium war hierbei das Auftreten von HR zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Interaktionen in Epidermis- und Mesophyllzellen.
Weizenpflanzen mit dem Resistenzgen Pm2 zeigen dhnlich wie Mla,,-tragende Gerste
(SCHIFFER 1998, HUCKELHOVEN 1999) eine HR in penetrierten Epidermiszellen bzw. den
Mesophyllzellen unterhalb einer befallenen Zelle, wobei hier der Pilz schon in der Lage
war, deutliche sekundire Hyphen (ESH) zu bilden. Das Resistenzgen Pm4 bewirkt, dhnlich
wie Mlg (und auch DCINA) in Gerste (KOGEL et al. 1995, GORG et al. 1993), ein frithes
Abstoppen des Pilzes bevor es zur Bildung von ESH kommt. Ob die Mechanismen, welche
der Pm4- und der Mlg-vermittellten Resistenz wirklich gleich sind, kann hier nicht
abschliefend beantwortet werden, da bei HYDE und COLHOUN (1975) nicht ersichtlich
wird, ob die Zellen vor dem Eintreten der HR penetriert werden oder nicht. Da sie nie
einen Ansatz von ESH oder Reste von Haustorien beobachten konnten, ist zu vermuten,
daB, wie auch bei Mlg in Gerste, der Pilz zuvor durch eine effektive Papille gestoppt
wurde. Die Autoren gehen jedoch davon aus, dal die Zellen penetriert wurden und die
Haustorien verkiimmert sind. Die Bildung von Papillen ist in Weizen zwar bekannt, wird
von HYDE und COLHOUN (1975) jedoch als nicht-spezifischer Resistenzmechanismus
eingestuft und nicht weiter verfolgt. Eine reine Penetrationsresistenz, wie in Gerste, die das
rezessive Resistenzgen mlo (JORGENSEN 1992, BUSCHGES et al.1997) tragt, welches einen
Schutz gegen alle bisher bekannten Isolate des Echten Gerstenmehltaus (Blumeria
graminis f. sp. hordei) vermittelt, wurde in Weizen bisher nicht beschrieben. Moglicher-
weise liegt dies an der Hexaploidie des Weizens, die einen ziichterischen Ansatz zur
Entdeckung eines vergleichbaren, rezessiv wirkenden Gens deutlich erschwert.

Aufgrund der Untersuchungen, die iiber die CIR in Gerste durchgefiihrt wurden und den
beschriebenen Resistenzgen-vermittelten Abwehrmechanismen des Weizens, wurden in
den hier vorliegenden, cytologischen Untersuchungen zur Wirkungsweise von BTH in
Weizen die Bildung effektiver Papillen und das Auftreten von HR mit oder ohne vorherige
Penetration der Zellen als Hauptkriterien fiir eine erfolgreiche Abwehr des Pilzes

herangezogen. Auflerdem wurde bei der Auswertung eine Unterscheidung zwischen langen
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und kurzen Zellen nach KOGA et al. (1990; s. Abb. 7) vorgenommen, da von Gerste
bekannt ist, dal lange Epidermiszellen, welche iiber den Leitblindeln liegen, eine stark
erhGhte Penetrationsresistenz zeigen und sehr selten mit HR reagieren. In den
cytologischen Versuchen zur CIR (s. Abb. 7) zeigte sich, da3 dies ebenfalls fiir Weizen
zutrifft. In unbehandelten, anfilligen Kontrollpflanzen wurden in langen Zellen tiber 80 %
der Pilze durch eine effektive Papille in ihrer Entwicklung gestoppt ind lediglich 5 % der
befallenen Zellen zeigten zusétzlich eine HR. Nach einer Behandlung der Pflanzen mit
BTH wurden weitere 10 % der Pilze durch effektive Papillen an der Penetration der Zellen
gehindert. Dabei blieb die Anzahl der Zellen mit HR sehr gering. Die eigentlichen
Mechanismen, welche fiir die deutliche Reduktion des Mehltaubefalls nach chemischer
Resistenzinduktion fithren, laufen jedoch auf den kurzen Epidermiszellen ab, da diese
weitaus anfdlliger sind als lange Zellen. In unbehandelten Pflanzen wurden auf kurzen
Zellen zwar ebenfalls iiber 50 % der Pilze durch effektive Papillen und weitere 10 % mit
zusétzlicher HR gestoppt, doch nach einer Behandlung mit dem Resistenzinduktor
verringerte sich die Anzahl der Pilze, die erfolgreich penetrieren konnten, um bis zu 70 %.
Dies lag einerseits in der Zunahme an effektiven Papillen, andererseits auch an einer
vermehrten Anzahl an Zellen, die zusétzlich mit einer HR auf den Pathogenbefall reagiert
haben. Die Zahl an Zellen, welche penetriert worden waren und anschlieBend mit einer HR
auf den Pathogenbefall reagierten, spielte sowohl bei kurzen wie auch langen Zellen keine
Rolle bei der Ausprigung der CIR, da ihr Anteil in behandelten wie auch unbehandelten
Pflanzen bei 1% lag. Es ist zu vermuten, daB die Bildung von Papillen der
ausschlaggebende Mechanismus ist, welcher fiir die CIR charakteristisch ist, da es
einerseits zu einer Steigerung der Anzahl effektiver Papillen kam und andererseits die
Zellen, welche eine HR zeigten, vorher nicht penetriert worden waren.

Eigene Untersuchungen an Gerste (LANGEN, BECKHOVE, KOGEL in Vorbereitung), die eine
Mutation in dem Gen Rorl (required for mlo resistance), welches in der mlo-vermittelten
Resistenz eine entscheidende Rolle bei der Ausprigung der Resistenzantwort hat
(FREIALDENHOVEN 1996), zeigten, dal der HR bei der CIR trotzdem eine entscheidende
Rolle in der Pathogenabwehr zukommt. Gerstenpflanzen (Mlo rorl), welche die dominante
Form des rezessiv wirkenden Resistenzgens mlo tragen und eine Mutation in Rorl haben,
zeigten eine erhohte Suszeptibilitdt gegeniiber Mehltaubefall. Cytologische Analysen der

Interaktionen zeigten, daB3 die Bildung von effektiven Papillen fast vollig unterdriickt
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wurde. Selbst lange Zellen, welche normalerweise eine starke Penetrationsresistenz haben,
hatten eine Anfilligkeit von {ber 90 %. Der Schlufl hieraus ist, dal Ror/ ein
entscheidender Faktor der Papillenbildung ist. Trotz alledem kam es nach einer
Behandlung der Mlo/rorl Pflanzen mit DCINA und BTH zu einer deutlichen Verringerung
des Mehltaubefalls. In langen Zellen, welche in nur sehr geringen Maflen eine HR zeigten,
kam es nicht zu einer relevanten Verringerung des Befalls. Kurze Zellen hingegen konnten
das Ausbleiben der Bildung effektiver Papillen durch eine schnell einsetzende HR
kompensieren. Dies zeigt, dal der Mechanismus, welcher der CIR zugrunde liegt,
wenigstens zwei unabhingige Elemente beinhaltet. Das eine ist die Bildung effektiver
Papillen, das andere das frithe Abstoppen des Pathogens durch eine HR. Da beide
Resistenzantworten auch in suszeptiblen Interaktionen ausgeprdgt werden, kann davon
ausgegangen werden, dall die CIR eine Steigerung der natiirlich vorhandenen, basalen

Resistenz gegeniiber dem Pathogen ist.

4.4 Die Bedeutung verschiedener chemisch und/oder Pathogen
induzierbarer Gene in Weizen

Die Applikation von Resistenzinduktoren in Getreide fiihrt neben der Transkript-
akkumulation von bekannten PR-Proteinen auch zu einer Anreicherung von Transkripten,
welche sehr spezifisch flir die chemische Induktion der Resistenz sind. GORLACH et al.
(1996) identifizierten in Weizen nach einer Behandlung mit BTH fiinf WCI-Gene (wheat
chemically induced genes). Deren Bedeutung fiir die CIR blieb jedoch ungeklart. Anhand
ausgewdhlter WCI-Gene, einer ebenfalls chemisch induzierten Lipoxygenase und einem
chemisch- und Pathogen-induzierten PR-Protein der PR-1-Familie wurden hier in
detaillierten biochemischen und molekularbiologischen Analysen Hinweise dariiber
gewonnen, die dazu beitragen, die Funktion dieser Gene bzw. Proteine bei der CIR
aufzukldren. Mit Northernblot Analysen wurde in Zeitkinetiken die Akkumulation der
Transkripte nach Induktorbehandlung mit unterschiedlichen Applikationsmethoden im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollpflanzen und mit Bgt inokulierten Pflanzen
dargestellt. Eine Bgt-Inokulation von BTH-behandelten und Kontrollpflanzen gab
Aufschluf§ dariiber, ob eine vorangegangene Induktion der Resistenz zu enhancement- oder
priming-Effekten beziiglich der untersuchten Gene fiihrt. Gleiches galt auch fiir die

Western Analysen, bei denen allerdings nur fiir das PR-Protein ein entsprechender
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Antikorper zur Verfiigung stand. In situ Hybridisierungen zu friihen Zeitpunkten nach
Induktorgabe  gaben  AufschluB dariiber, ob ein Genprodukt aufgrund der
gewebespezifischen Lokalisation seiner Transkripte direkt an der Pathogenabwehr beteiligt
sein kann oder moglicherweise Aufgaben in der Signaltransduktion erfiillt.

Fiir einen besseren Uberblick iiber die im weiteren diskutierten Ergebnisse sind in
Tabelle 2 die Zeitpunkte und die Lokalisation erster Transkriptakkumulationen bei in situ

Hybridisierungen und Northern Analysen dargestellt.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Expressionsprofile nach den Ergebnissen derin situ Hybridisierungen

und den Northern Analysen.

. gewebespezifische Expression
Ahnlichkeiten Northern .
) ] Analyse Appli-
Gen und mégliche Epidermis Mesophyll Kkation
. von BTH
Funktion BTH | Bgt | BTH | Bgt | BTH | Bgt
hpt hpi hpt hpi hpt hpi
LOX2HvI _ (12)3) 129 129 sd
LOX | Lipidoxidation - - (24)
a b b
Signalmolekiile |- (24)" 24" 24" Is
HvPRID 24 24 36 sd
PR-1 PR-Protein 24 24 24
antifungal 36 36 36 Is
)
WCL1 Reis-Stressgen ) ) 12 ) 24 ) sd
Fkt. unbekannt ) 19 4 s
Thionin- _ 36 (24)6) sd
W(CI-3 | dhnliches Protein - - -
Pathogenabwehr - 36 (12)" Is

a) in einigen C-Zellen der Epidermis bei starken Transkriptakkumulationen im Mesophyll

b) nur in parenchymatdsen Leitbiindelscheidezellen und dem direkt angrenzenden Mesophyll
¢) in Mesophyllzellen, welche die Leitbiindel umgeben

d) in Mesophyllzellen, welche die Atemhohlen umgeben

e) 24 hpt wenig Transkripte, ab 3 dpt sehr starke Transkriptakkumulation

f) 12 hpt wenig Transkripte, ab 2 dpt sehr starke Transkriptakkumulation

(): sehr schwache Transkriptakkumulation

- : keine Transkriptakkumulation

sd: Applikation von BTH iiber den Boden (soil drench)

Is: Applikation von BTH iiber die Blatter (leaf spray)
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44.1 WCI-1

Die Funktion von WCI-1 ist bis heute ungekldrt. Sein Gen gehort zu der Gruppe von
WCI-Genen (GORLACH et al. 1996), welche als Marker der CIR in Weizen betrachtet
werden. Aufgrund des Fehlens eines Signalpeptids wird angenommen, daf3 es sich bei beim
Genprodukt von WCI-I um ein 16sliches, cytosolisches Protein handelt. GORLACH et al.
(1996) fanden im C-Terminus des Proteins hohe Ahnlichkeiten zu zwei durch exogenen
Stref} induzierten Proteinen aus Reis, salT und COS9. Die Funktionen von beiden ist
ebenfalls noch nicht bekannt. Das sa/7-Gen wird sowohl durch Salz- als auch Trockenstre3
der Pflanzen induziert (CLAES et al. 1990), COS9 wird in Wurzeln exprimiert (DE PATER
und SCHILPEROORT 1992). Von LEE et al. (1996) konnten in Gerste mehrere Jasmonat-
induzierbare Gene mit unbekannter Funktion identifiziert werden, welche mit etwa 55 %
Ahnlichkeit auf Proteinebene eine #hnliche Funktion wie WCI-1 haben konnten.
Interessanterweise werden alle Gene, welche eine Ahnlichkeit zu WCI-1 aufweisen durch
unterschiedliche = exogene  Faktoren induziert wund sind  wahrscheinlich in
Schutzmechanismen gegeniiber schédlichen FEinfliissen von auflen involviert. Vielleicht
gehoren die zu WCI-1 dhnlichen Gene zu einer Genfamilie, werden jedoch unterschiedlich
reguliert.

Durch Northern Analysen konnte gezeigt werden, dal WCI-1-Transkripte schnell nach
einer Behandlung mit BTH, nicht jedoch in Kontrollen oder in mit Bgt inokulierten
Pflanzen, akkumulieren. Bereits 12 hpt konnten erste Transkripte detektiert werden. Die
Transkriptmenge nahm in den folgenden Tagen stetig zu. Eine zusétzliche Inokulation
chemisch induzierter Pflanzen bewirkte im Vergleich zu den nicht inokulierten Pflanzen
eine vorlibergehende Abnahme der Transkriptmengen bis 7 dpt (3 dpi). Dies weist auf eine
mogliche Suppression der Genaktivitit durch das Pathogen hin. Durch Suppression
pflanzlicher Abwehrmechanismen versucht der Echte Getreidemehltau, sich einen Vorteil
fiir eine erfolgreiche Infektion zu verschaffen (CARVER ef al. 1999, WAESPI ef al. 2001).

Die in situ Hybridisierungen von WCI-1 48 hpt zeigten, dal das Gen im gesamten
Mesophyll der Blitter, nicht jedoch in der Epidermis exprimiert wurde (s. Abb. 16C).
Untersuchungen zu fritheren Zeitpunkten nach der Behandlung von Pflanzen mit BTH
spiegeln deutlich die Aufnahmewege des Induktors bei unterschiedlichen Applikations-
arten wider. Nach einer Sprithbehandlung der Blitter kam es 12 hpt zu ersten

Transkriptakkumulationen von WCI-I in Mesophyllzellen, welche die Atemhdhlen
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umgeben. Eine Applikation des Induktors iiber den Boden fiihrte 12 hpt zu ersten
Anreicherungen von Transkripten in den die Leitbiindel umgebenden Mesophylizellen. Der
rdumliche Zusammenhang zwischen Applikationsart und Genexpression deutet an, dalf3
BTH oder ein frither Faktor in der Signalkette der CIR einen direkten Einflufl auf die
Expression von WCI-1 hat. Wenn sich der Resistenzinduktor im gesamten Blatt verteilt

hat, wird WCI-1 in allen Mesophyllzellen exprimiert.

44.2 WCI-3
WCI-3 gehort ebenfalls zu der Gruppe der WCI-Gene (GORLACH et al. 1996), und wird

nach bisherigem Erkenntnisstand nur wihrend der CIR exprimiert. GORLACH et al. (1996)
klassifizierten das ca. 60 Aminosduren umfassende Genprodukt von WCI-3 als ein
schwefelreiches Protein und vermuteten aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten mit
einem Thionin-&hnlichen Protein aus Petunia inflata (KARUNANANDAA et al. 1994), durch
konservierte Positionen mehrerer Cysteine, eine dhnliche Funktion. Das Vorlduferprotein
von WCI-3 hat ein Signalpeptid, welches beim Protein-targeting zu einem Transport ins
Endoplasmatische Retikulum fiihrt, hier jedoch nicht verbleibt und mdglicherweise in den
Apoplasten transloziert wird (GORLACH et al. 1996). Falls WCI-3 tatsidchlich zur Gruppe
der Thionin-dhnlichen Proteine, welche im allgemeinen toxisch auf phytopathogene
Bakterien und Pilze wirken (CARMONA et al. 1993, EPPLE et al. 1997, GAUSING 1987),
gehoren sollte, konnte es ebenfalls eine Bedeutung bei der Pathogenabwehr haben. In den
letzten Jahren wurde eine groBe Anzahl an neuen Genen entdeckt und vollstindige
Genome verschiedener Spezies sequenziert. Doch selbst intensive Datenbankvergleiche
(NCBI Sequence Viewer, http://www.ncbi.nlm.nth.gov, ALTSCHUL ef al. 1997) auf
Protein- wie auch Nukleotidebene konnten keine weiteren zu WCI-3 homologe Gene bzw.
Proteine, welche eine Zugehorigkeit zur Gruppe der Thionin-dhnlichen Proteine oder auch
zu irgendwelchen anderen bekannten Genen bestitigen wiirden, gefunden werden. WCI-3
scheint also ein chemisch induzierbares Gen zu sein, das nur in Weizen exprimiert wird.
Interessanterweise konnte in einer EST (expressed sequence tag) —Datenbank eine fast
identische cDNA (Acc. No.: BE 425516) ausgemacht werden, die aus nicht gestressten
Weizenkeimlingen isoliert wurde (ANDERSON, nicht verdffentlicht). Falls sich die
Expression von WCI-3 in Keimlingen als zuverldssig herausstellen sollte, konnte dies

bedeuten, dal WCI-3, dhnlich wie einige PR-Proteine (COLLINGE et al. 2001), schon zu
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einem Schutz des jungen Keimlings beitrdgt und spdter durch chemische Induktion
wiederum einen Anteil an der Pathogenabwehr hat.

Die Expressionsanalysen von WCI-3 (s. Abb. 10) zeigen ab 12 hpt bis 48 hpt eine stetig
ansteigende und dann auf hohem Niveau anhaltende Akkumulation von
WCI-3-Transkripten nach einer BTH-Behandlung der Pflanzen, nicht jedoch nach
Inokulation mit Bgt oder in unbehandelten Kontrollen. Priming- oder enhancement-Effekte
nach einer spateren Inokulation (4dpt) mit Bgt konnten nicht beobachtet werden. Dies liegt
moglicherweise auch daran, daB WCI-3 ein wihrend der CIR sehr stark (ab 3dpt)
exprimiertes Gen ist und geringe Unterschiede im Expressionsniveau bei hohen mRNA-
Konzentrationen mit der Methode des Northernblottings nicht mehr detektiert werden
konnten. Eine Erhohung der Transkriptionsrate des Gens durch Bgr erscheint jedoch
aufgrund der schon vor der Inokulation hohen Konzentration an mRNA eher
unwahrscheinlich. Mit insiu Hybridisierungen konnte die Expression von WCI-3 nach
Induktorbehandlung gleichmifBig im gesamten Mesophyll verteilt, nicht jedoch in der
Epidermis nachgewiesen werden. Eine direkte Beteiligung von WCI-3 an der Abwehr des
Echten Mehltaus ist daher, aufgrund der rdumlichen Trennung, eher unwahrscheinlich. Die
Lokalisation der Transkripte sprache hierbei eher fiir ein Wirkung gegen Endoparasiten, als
gegen Bgt. Im Gegensatz zu WCI-I kommt es zwischen den verwendeten
Applikationsarten von BTH nicht zu Unterschieden in der Lokalisation des ersten
Auftretens von Transkripten. Dies 148t darauf schlieBen, daB BTH selbst, oder ein weit
vorne in der Signalkette liegender Faktor, keinen ortsabhingigen EinfluB auf die
Expression von WCI-3 hat. Moglicherweise wurden jedoch Unterschiede zu frithen
Zeitpunkten nach der Behandlung mit BTH nicht erkannt, da die Signalstirke bei den
in situ Hybridisierungen bei weitem nicht dem aus den Northern Analysen Erwarteten
entspricht und im Gegensatz zu diesen hier erst ab 36 hpt WCI-3-Transkripte detektiert
wurden.

Das WCI-3 bzw. Homologe bisher nur in Weizen gefunden wurden, es sehr spezifisch fiir
den Status der CIR ist, also nicht von Pathogenen induziert wird und auch dhnlich wie
einige PR-Proteine in Keimlingen aktiv ist, macht es besonders interessant fiir weitere

Untersuchungen.
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4.4.3 Die PR-1-Familie

PR-1-Proteine (pathogenesis related protein I) werden von einer Multigenfamilie codiert,
deren genaue Funktion bis heute weitgehend ungeklart ist. Die Gene werden durch
verschiedene Pathogene, aber auch chemisch induziert und gelten vor allem in dikotylen
Pflanzen als verldBlicher Marker fiir den Status induziert resistenter Pflanzen (BOWLING et
al. 1994, WEYMANN et al. 1995, Ryals et al. 1996, STICHER et al. 1997, CAO et al. 1998).
PR-1-Proteine haben meist eine Grofie von 14-16 kD, konnen sauer, neutral oder basisch
sein und besitzen eine sehr kompakte Struktur, welche ihre hohe Stabilitit und
Unempfindlichkeit gegeniiber vielen Proteasen erkldrt (VAN LOON und VAN STRIEN 1999,
VAN LOON und GERRITSEN 1989). Weiterhin ist allen PR-1-Proteinen gemeinsam, daf} ihre
Vorlauferproteine ein Signalpeptid fiir eine Translozierung ins ER haben. Einige haben
C-terminal weitere Erkennungssequenzen fiir den Transport in Organellen oder die
Vakuole (BRYNGELSSON 1994, MOLINA ef al. 1999). Die Nomenklatur der PR-1-Proteine
orientiert sich an ihren isoelektrischen Punkten. Innerhalb einer Pflanzenspezies erhélt das
PR-1 mit dem niedrigsten i1soelektrischen Punkt die Bezeichnung PR-1a das mit dem zweit
niedrigsten PR-1b usw.. Schwierigkeiten gibt es hierbei nur, wenn zu einem spéteren
Zeitpunkt neue Isoformen entdeckt werden, deren isoelektrische Punkte zwischen den der
bereits bekannten liegen, da es bisher nicht zu Umbenennungen gekommen ist. Die neuen
Proteine bekommen dann den nichst freien Buchstaben zugeordnet. Die Bezeichnung sagt
jedoch nichts dariiber, ob ein PR-1 sauer oder basisch ist und gibt auch keine Auskunft
tiber Homologien der PR-1-Proteine bei unterschiedlichen Pflanzenspezies. So sind z. B.
PR-1a und PR-1b aus Gerste beide basische Proteine (BRYNGELSSON et al. 1994), PR-1a
aus Tabak ein sehr saures und PR-1la aus Tomate wiederum ein basisches Protein (VAN
LOON et al. 1994). Oftmals sind auch die Ahnlichkeiten zwischen basischen und sauren
PR-1-Proteinen grofBer als zwischen Zweien mit gleichem isoelektrischen Punkt.

Fiir die Untersuchungen der Rolle von PR-1 in Weizen nach Pathogenbefall und bei CIR
wurde einerseits eine Sonde verwendet, die von HvPR-1b aus Gerste abgeleitet ist,
andererseits ein Antikorper, der gegen PR-1a aus Gerste gerichtet ist, aber gleichzeitig das
zu 91 % identische PR-1b detektiert (BRYNGELSSON et al. 1994). Durch Northern
Analysen von Weizen-RNA mit der vom Gersten-PR-1/b abgeleiteten Sonde konnte das
entsprechende homologe Weizentranskript sowohl nach Mehltaubefall als auch nach einer

Behandlung der Pflanzen mit BTH nachgewiesen werden. Eine Infektion mit Bgt flihrte zu
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einem biphasischen Verlauf der Akkumulation von PR-I-Transkripten, welche zunéchst
von 24 - 48 hpi und dann ab 7dpi Maxima aufwies. Dies korreliert zeitlich mit den frithen
Stadien der Mehltauentwicklung, in der sich entscheidet, ob die Infektion erfolgreich
ablduft oder nicht. Die erste Transkriptakkumulation wire demnach eine Antwort auf den
primdren Befall, die zweite wird durch sekundére Infektionen hervorgerufen, die von
Sporen verursacht wird, welche, nachdem der Pilz seinen vegetativen Entwicklungszyklus
abgeschloBen hat, gebildet werden und erneut versuchen, die Pflanze zu besiedeln.
MOLINA et al. (1999) zeigten fiir PRI-1 aus Weizen eine dhnliche biphasische
Akkumulation von Transkripten wihrend der Pathogenese von Bgt. Obwohl HvPR-1b und
PRI-1 eine 96 %ige Sequenzidentitit zeigen, was selbst unter stringenten Bedingungen fiir
eine Hybridisierungen ausreichen sollte, scheint es, da3 die Gerstensonde nicht mit PRI-1
Transkripten, sondern mit einer anderen PR-/ mRNA hybridisiert hat. Es zeigte sich
ndmlich, daB3 das detektierte PR-1b-Homolog im Gegensatz zu den Ergebnissen fiir PRI-1
von MOLINA et al. (1999) auch nach einer Behandlung mit BTH induziert wurde (ab
36 hpt). Eine zusitzliche Infektion von chemisch induzierten Pflanzen (4 dpt) mit Bgt
fihrte einen Tag spdter zu einer nochmals verstirkten Akkumulation von PR-I-
Transkripten, welche im Vergleich zu nicht behandelten Pflanzen ldnger anhielt. Ob es sich
hierbei um additive oder priming-Effekte handelt konnte mit Western Analysen auf
Proteinebene geklart werden. Mit dem verwendeten Antikorper wurden zwei etwa gleich
grofle PR-1-Proteine, vermutlich die homologen Formen der Gerstenproteine PR-1a (14,49
kD) und PR-1b (15,204 kD), in Weizen detektiert. Die Proteine waren einen Tag, nachdem
es bet den verschiedenen Behandlungen zu einer Transkriptakkumulation kam,
nachzuweisen. Entgegen den Ergebnissen der Northern Analysen kam es hierbei jedoch
nicht zu einem biphasischen Verlauf wihrend der Infektion, wahrscheinlich deshalb, da
Proteine nicht so schnell wieder abgebaut wurden wie mRNA. Vergleicht man die
Proteinmengen von chemisch induzierten Pflanzen, welche 4dpt mit Bg¢ inokkuliert
worden waren, mit denen von mr induzierten bzw. nur inokulierten Pflanzen (s. Abb. 12)
einen Tag nach der Inokulation, so zeigt sich, daB in nicht induzierten, inokulierten
Kontrollpflanzen noch kein PR-1, in nur chemisch induzierten (ab 4 dpt) wenig und in
behandelten sowie inokulierten deutlich mehr PR-1 nachzuweisen war. Dies bedeutet, dal3
es sich hierbei nicht um additive Effekte der Induktion durch Bgr und BTH handelte,

sondern, dal die chemisch induzierten Pflanzen schneller durch eine gesteigerte
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Proteinbiosynthese auf einen Pathogenbefall reagieren konnten. Dieser Zustand wird heute
als priming bezeichnet (CONRATH ef al. 2001).

Die Ergebnisse der in situ Hybridisierungen (vgl. Kap. 3.5.2.5) belegten, dall PR-1b-
Homologe in Weizen nach Inokulation mit Bgt oder nach chemischer Induktion der
Resistenz durch BTH, sowohl in der Epidermis als auch im gesamten Mesophyll
exprimiert wurden. Dies korreliert mit den Ergebnissen von GREGERSEN et al. (1997),
welche durch Northern Analysen von kompatiblen wie auch inkompatiblen Interaktionen
mit Bgh die Expression von PR-1b in Epidermis und auch Mesophyll nachwiesen, wobei
jedoch die Stirke der Expression nicht unbedingt mit Resistenz einherging. Die hier
dargestellte gewebespezifische Lokalisation zeigte jedoch deutlich, da3 dieses PR-1, wenn
auch nicht alleine, einen direkten Einfluf auf die Entwicklung des Mehltaupilzes sowie
endoparasitische Pathogene haben kann.

Obwohl die biochemische Funktion von PR-1-Proteinen bisher unbekannt ist, konnte fiir
einen Teil eine mehr oder weniger starke antifungale Wirkung festgestellt werden
(ALEXANDER et al. 1993, NIDERMAN et al. 1995, RAUSCHER et al. 1999), was wiederum
auf eine direkte Beteiligung an der Pathogenabwehr hindeutet. BRYNGELSSON et al. (1994)
zeigten, dal PR-la und PR-1b aus Gerste keine C-terminalen Leitsequenzen fiir
Organellen besitzen und in den Apoplasten verbracht werden, was die Hypothese einer
direkten Beteiligung an der Pathogenabwehr nochmals stirkt. Weiter konnte gezeigt
werden, dal} die Repression der PR-1b-Expression in Gerste durch gene silencing mittels
RNA interference zu einer erhdhten Anfilligkeit gegeniiber Bgh fiihrt. Die Uberexpression
von PR-1b bewirkt jedoch keine erhohte Resistenz gegeniiber dem Pathogen (SCHULTHEIS,
HUCKELHOVEN, KOGEL, unveroffentlicht).

AbschlieBend mufl jedoch festgehalten werden, daBl trotz der dargestellten Ergebnisse
PR-1b bzw. das Homolog in Weizen kein guter Marker fiir den Zustand der IR in
monokotylen Pflanzen ist. FEinerseits kam es widhrend der Versuche oftmals ohne
ersichtlichen Grund in unbehandelten Kontrollpflanzen zu einer Akkumulation von
PR-1(b)-Transkripten (s. Abb. 11), was auch von weiteren Arbeitsgruppen und fiir andere
Systeme bestétigt wird (AG LANGEN und HUCKELHOVEN, personliche Mitteilung) und
andererseits auch, da an Gerste gezeigt wurde, dall PR-1b durch eine Vielzahl biotischer

und abiotischer Stresssituationen sowie durch Ethylen oder Jasmonat induziert wird
(BEBER 2001).
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4.4.4 Lipoxygenase

Die Multigenfamilie der Lipoxygenasen (LOX, /inoleat oxygen oxidoreductase) kodiert fiir
Proteine, welche die Peroxidation von mehrfach ungesittigten Fettsduren katalysieren. In
hoheren Pflanzen sind dies meist Linolensdure und Linolsdure. Lipoxygenasen sind
Schliisselenzyme verschiedener Signalwege, da sie die Ausgangsprodukte fiir viele Stoffe
liefern, die bei Wundreaktionen, Insektenresistenz, in Wirt-Pathogen-Interaktionen sowie
als Wachstumsregulatoren von Bedeutung sind (HILDEBRAND 1989, ROSAHL 1996,
WEICHERT 1999). Endprodukte, der durch Lipoxygenasen eingeleiteten Biosynthesewege,
sind neben Alkoholen, Ketolen und fliichtigen Aldehyden auch Phytohormone wie
Traumatin- und Jasmonsdure. Letztere haben eine grole Bedeutung als Signal-
komponenten bei mechanischen Verletzungen und Insektenfral3, da sie unter anderem den
WundverschluB (ENGLISH 1939), die Synthese von Proteinaseinhibitoren (FARMER und
RYAN 1992, CORDERO et al. 1994) und die Synthese von RIPs (ribosomeninaktivierende
Proteine, CHAUDHRY et al. 1994, SONG et al. 2000) induzieren. Weiterhin hat Jasmonat im
Zusammenspiel mit Ethylen eine zentrale Rolle im SA-unabhéngigen Signaltransduktions-
weg der ISR, welcher unter anderem durch manche Pathogene und Rhizobakterien
hervorgerufenen wird (PIETERSE et al. 1998). RANCE et al. (1998) konnten zeigen, daf3 das
Ausschalten der Translation von Lipoxygenasen durch transgene Expression von antisense
RNA zu Kompeatibilitit gegeniiber ansonsten avirulenten Pathogenen fiihrt.

Fiir die molekularbiologischen Untersuchungen dieser Arbeit wurde eine Sonde verwendet,
die von einem chemisch induzierten LOX-Gen aus Gerste (LOX2HvI) abgeleitet ist.
Zundchst hatte sich zwar eine von GORLACH et al. (1996) beschriebene, chemisch
induzierte LOX (WCI-2) fiir die Untersuchungen angeboten, doch stellte sich in
nachfolgenden Untersuchungen heraus, da3 WCI-2 nicht nur nach chemischer Induktion,
sondern ebenfalls nach mechanischer Beanspruchung, wie Wind oder Verletzung induziert
wurde (MAUCH et al. 1997). Deshalb wurde in Weizen nach einer LOX gesucht, welche
wie auch in Gerste, als ein Marker der CIR angesehen werden kann. Durch Northernblot
Analysen und in situ Hybridisierungen konnte die entsprechende homologe Form der
LOX2HvI in Weizen nach einer BTH-Behandlung als differentiell exprimiert nachgewiesen
werden. Urspriinglich wurde die LOX2Hv1 als methyljasmonatinduziertes Protein in
Gerste identifiziert und als Linoleat 13-LOX und Arachidonat 15-LOX beschrieben
(FEUSSNER ef al. 1995, VOROS ef al. 1998).
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HAUSE et al. (1999) zeigten, dall die LOX2HvI durch Resistenzinduktoren, nicht jedoch
durch Pathogene, induziert werden kann. SCHAFFRATH ef al. (2000) fanden in Reis eine
Lipoxygenase (RCI-1), welche ebenfalls durch alle bekannten Resistenzinduktoren sowie
exogen appliziertes Jasmonat, jedoch nicht durch Pathogene, Nicht-Wirt-Pathogene oder
Verwundung, induziert wird. Sequenzvergleiche auf Transkript- und Proteinebene zeigten,
daB RCI-1 und LOX2Hvl untereinander eine sehr hohe Ahnlichkeit im Vergleich zu
anderen Lipoxygenasen aufweisen. BEBER et al. (2000) identifizierten neun weitere Gene
in Gerste, deren Transkripte spezifisch wihrend der CIR akkumulieren. Das als BCI-1/
bezeichnete Gen konnte als LOX2HvI identifiziert werden. In ausfiihrlichen Studien
(BEBER 2001) wurden die Expressionsmuster dieser Gene nach Behandlung mit
verschiedenen  Resistenzinduktoren, Pathogenen, Nicht-Wirt-Pathogenen, Insekten,
Pflanzenhormonen und Stressen analysiert. Fiir BCI-1 (LOX2HvI) ergab sich neben einer
schnellen  Transkriptakkumulation nach  Behandlung mit den  verschiedenen
Resistenzinduktoren (SA, DCINA, DCSA, BTH) und Methyljasmonat sowie Ethylen nur
noch eine Induktion durch Infiltration mit dem Nicht-Wirt-Bakterium Pseudomonas
syringae pv. tomato (DC3000). Eine lokale Infiltration mit DC3000 fiihrte besonders
oberhalb des infiltrierten Blattbereichs zu einer Akkumulation der Transkripte. BEBER
schlo daraus auf eine mogliche Bedeutung in der Signaltransduktion oder der
Bereitstellung von Abwehrstoffen. Es konnte gezeigt werden, dal LOX2Hv1 nicht an der
Biosynthese von Jasmonat und somit nicht an der Induktion eines Jasmonat-abhingigen
Signalweges beteiligt ist (KOGEL et al. 1995, VOROS et al. 1998).

In den vorliegenden Untersuchungen konnte durch Northern Analysen von
BTH-behandeltem Weizen ebenfalls eine schnelle Transkriptakkumulation des LOX2HvI
Homologs nachgewiesen werden. Eine Applikation des Induktors iiber den Boden fiihrte
bereits 12 hpt zu einem deutlichen Anstieg der Transkripte, eine Sprithbehandlung der
Blatter hingegen erst 24 hpt. Eine Inokulation des Weizens mit Bgt bewirkte nur eine sehr
schwache Expression des LOX2HvI-Homologs, welche in den in situ Hybridisierungen
jedoch nicht bestétigt werden konnte. Eine Inokulation 4 dpt hatte keinen weiteren Einfluf}
auf das Expressionsprofil der LOX.

Sowohl fiir LOX2HvI in Gerste als auch RCI-I in Reis wurde eine putative Signalsequenz

fir Chloroplasten gefunden. Die Lokalisation der Proteine in Chloroplasten gelang in
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Gerste liber Immunofluoreszenzfirbung (FEUSSNER et al. 1995) und in Reis iiber ein
RCI-1::GFP-Fusionsprotein (SCHAFFRATH et al. 2000).

Mit in situ Hybridisierungen (vgl. Kap. 3.5.2.2) wurden erstmalig Transkripte des
LOX2HvI-Homologs in Weizen nachgewiesen. Die Expression der LOX nach chemischer
Induktion blieb hierbei auf einen eng begrenzten Bereich um die Leitblindel herum,
insbesondere den parenchymatésen Leitblindelscheidezellen und den umgebenden
Mesophyllzellen, beschrdankt. In seltenen Féllen wurden in der Néhe starker
Akkumulationen im Mesophyll auch Transkripte in langen Epidermiszellen (C-Zellen) der
adaxialen  Blattseite  detektiert. = Mikroskopische  Detailaufnahmen der in situ
Hybridisierungen  (s. Abb. 15C)  zeigen, da  sich in  Mesophyll- und
Leitbiindelscheidezellen Transkripte hauptsidchlich in einem schmalen Saum um die
Chloroplasten herum befanden. Da die Transkripte nicht in den Chloroplasten selbst zu
finden waren, sondern im umgebenen Cytoplasma, kann eine plastiddre Codierung der
LOX ausgeschloen werden. Aufgrund der Spezifitit der Sonde und vergleichbarer
Expressionsprofile, wie sie von SCHAFFRATH et al. (2000) und FEUSSNER ef al. (1995) fiir
RCI-1 bzw. LOX2HvI nach unterschiedlichen Behandlungen beschrieben wurden, ist es
anzunchmen, da das LOX2HvI-Homolog in Weizen ebenfalls in die Chloroplasten
transloziert wird. Das Interessante an der gewebespezifischen Lokalisation der LOX2HvI-
homologen Transkripte in Weizen war neben der lokal begrenzten, zelltypspezifischen
Lokalisation der mRNA um die Leitbiindel herum, auch die Tatsache, dal3 es unabhingig
von der Behandlungsart mit BTH, iiber den Boden oder als Spriithapplikation, in den selben
Zellen zu einer Akkumulation der Transkripte kam. Es zeigte sich sogar, dafl eine
Bodenbehandlung, bei der der Wirkstoff iiber die Wurzeln aufgenommen und {iber das
Xylem transportiert wird (personliche Mitteilung KESSMANN), schneller (12 hpt) zu einer
Akkumulation der Transkripte fiihrte als nach einer direkten Behandlung der Blatter. Dies
deutet darauf hin, da durch den Xylemtransport von BTH in den an die Leitbiindel
angrenzenden parenchymatdsen Zellen {iber die Aktivierung der LOX eine
Signaltransduktionskaskade ausgelost wird, die im Weiteren eine Resistenzantwort der
Pflanze bewirkt. Andererseits mufl davon ausgegangen werden, dal nach einer
Blattapplikation des Resistenzinduktors entweder die Diffusion von BTH im Blattgewebe
zu langsam abléduft, um in den beschriebenen Zellen eine Expression der LOX zu bewirken

oder zuerst Mechanismen aktiviert werden, welche die Transkription der LOX {iber
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Signalmolekiile in den betreffenden Zellen aktivieren. Die Ergebnisse von BEBER (2001),
welche die Induktion von BCI-1 (LOX2HvI) nach Injektion mit dem Nicht-Wirt-Pathogen
PstDC3000, in apikalen Bereichen des infizierten Blattes nachwies, zeigen neben den hier
dargestellten Untersuchungen, da3 diese LOX eine Rolle zwischen den Transportbahnen
und den assimilativen Geweben des Blattes innehaben konnte.

Fiir verschiedene Lipoxygenasen wurde eine Reihe von Funktionen postuliert, wovon die
meisten jedoch, aufgrund des ortlichen Expressionsprofils der beschriebenen LOX,
ausgeschlossen werden konnen. Fiir einige Lipoxygenasen wird eine Beteiligung an der
Entstehung von Membranschdden und dem oxidative burst wahrend bzw. vor der HR nach
Pathogenbefall diskutiert. Die Peroxidation von Membranlipiden fiihrt zu Verdnderungen
der Membran, wobei zusitzlich ROIs gebildet werden kdnnen (ROSAHL 1996). Fiir einige
Intermediate der Oxylipinsignalwege, wie Hydroperoxyfettsduren, fliichtigem Hexanal und
Hexenol, konnte eine direkte antimikrobielle Wirkung nachgewiesen werden (ROSAHL
1996). Fir die chemisch induzierte LOX in Weizen kommt aufgrund der sehr
eingegrenzten gewebespezifischen Lokalisation eine direkte Beteiligung an der
Pathogenabwehr iiber HR oder der Bereitstellung von fungitoxischen Substanzen kaum in
Frage. Lediglich fiir die wenigen langen Epidermiszellen (C-Zellen), in denen es zur
Expression einer LOX wihrend der CIR kam, konnte eine direkte Beteiligung des Proteins
an der Pathogenabwehr des Mehltaus angenommen werden. Da GZellen jedoch fast nie
hypersensitiv reagieren und eine sehr hohe basale Penetrationsresistenz aufweisen, bleibt
auch fiir diese Zellen die Rolle der LOX ungekldrt. Das Fehlen von Chloroplasten in
Epidermiszellen ist ein weiterer Grund, der es in diesem Zelltyp schwierig macht, eine
Aussage iiber die Funktion der LOX zu machen. Die zentrale Rolle, welche den
Leitbiindelscheidezellen und dem umgebenden Mesophyll zugesprochen werden kann,
liegt auf der Hand. Sie stellen iiber Xylem und Phloem den direkten Kontakt eines
einzelnen Blattes mit dem Rest der Pflanze dar. Verschiedenen andere Studien zeigen die
Bedeutung dieser Zellen sowohl bei der Ausprigung der SAR sowie verschiedenen
Stressen. ALVAREZ et al. (1998) zeigten, daf eine Inokulation von Arabidopsis thaliana
mit dem avirulenten Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato (PstDC3000) neben den
priméren, lokalen Nekrosen zu Mikroldsionen und einer Akkumulation von H,0O, in
einigen weiter entfernten Zellen (mikrooxidative bursts) um die Leitbiindel herum

auftraten. Dies gilt fiir das befallene Blatt genauso wie fiir systemische gelegene Blitter.
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Durch Inokulation mit DC3000 kommt es in A. thaliana zu einer Auspragung der SAR auf
hoher gelegenen Blittern. Wird die Bildung von Mikroldsionen bzw. die Entstehung von
mikrooxidative bursts durch Katalase oder DPI (diphenyleneiodonium chloride), welches
eine neutrophile plasmamembrangebundene NADPH-Oxidase inhibiert, verhindert, kommt
es nicht mehr zu einer Auspragung der SAR. Des Weiteren konnte von SCHRAUDNER et al.
(1998) gezeigt werden, daBl eine Ozonbehandlung von Tabak zu einer lokalen
Akkumulation von H,O, und einer Aktivierung eines oxidative burst um die Leitbiindel
herum fiihrt. Spéter konnte gezeigt werden, dal diese lokal begrenzten Ereignisse mit der
Transkription einer LOX einhergingen (SCHRAUDNER, personliche Mitteilung). FEUSSNER
et al. (1995) konnten {iber Immunoassays zeigen, dall es nach exogener Applikation von
Methyljasmonat ~ zu einer  Akkumulation = von  Lipoxygenasen in den
Leitbiindelscheidezellen sowie den umgebenden Mesophyllzellen kommt. Leider konnten
sie aufgrund der geringen Spezifitdt ihres Antikorpers, welcher gegen Lipoxygenasen aus
Gurke generiert wurde, keine detaillierten Aussagen tiber die Funktion in Getreide treffen,
da hier in sdmtlichen Chloroplasten aller Mesophyllzellen Lipoxygenasen detektiert
wurden. Eine Beteiligung der untersuchten LOX an diesen Prozessen kann aufgrund der
bereits beschriebenen Vielfiltigkeit dieser Multigenfamilie nicht ausgeschlossen werden.
Es wird auch diskutiert, dal verschiedene Isoformen bestimmter Lipoxygenasen bei
gleicher biochemischer Funktion unterschiedlich lokalisiert und {iber verschiedene
Signaltransduktionswege reguliert werden (ROSAHL 1996, SCHAFFRATH et al. 2000). Es
sollten auf jeden Fall weitere Untersuchungen zur Rolle der beschriebenen LOX folgen, da
aufgrund ihres zeitlichen und ortlichen Expressionsprofils wahrscheinlich ist, da3 sie eine

zentrale Rolle bei der CIR einnimmit.

4.5 Das Problem der Bindung von Nukleinsiuren an Zellen mit HR bei
in situ Hybridisierungen

Die Technik der in situ Hybridisierung stellt einen eleganten Weg dar, um zeitliche und

rdumliche Expressionsmuster bestimmter Gene zu dokumentieren. Das Prinzip dieser

Methode ist die Anlagerung und die anschlieBende Detektion markierter

Nukleinsduresonden an die  komplementire mRNA  innerhalb von fixierten

Gewebeschnitten. Bei der Suche nach einem geeigneten Protokoll fiir in situ

Hybridisierungen in  Weizenbliattern wurden verschiedene Methoden miteinander
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verglichen. Die eine ist eine nicht-radioaktive Methode, welche iiber DIG-markierte
DNA-Sonden und einem anschlieBenden Immunoassay spezifische Transkripte anzeigen
soll, die andere erfolgt iiber eine Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden,
welche iiber Autoradiographie die Akkumulation der mRNA detektiert. Bei
Untersuchungen mit DIG-markierten HvPR-I-Sonden wurden immer Signale in Zellen
festgestellt, welche mit einer HR auf den Pathogenbefall reagiert hatten (s. Abb. 13D).

Auf den ersten Blick ergibt dies ein schliissiges Bild, da PR-1 ein pathogeninduziertes Gen
ist und nur in befallenen Zellen auftritt, wo es einen direkten Beitrag zur Pathogenabwehr
leisten kann. In Kontrollen mit nicht-inokulierten Blittern kommt es dementsprechend
auch nicht zu einer Transkriptakkumulation. Entgegen den Northern Analysen konnten
jedoch in chemisch induzierten Blittern keine Transkripte detektiert werden. In Zellen,
welche hypersensitiv auf einen Pathogenbefall reagieren, kommt es zu einem oxidative
burst, einer Defragmentierung der Zellkompartimente unter Freisetzung von
proteolytischen Enzymen und RNasen aus der Vakuole sowie zu radikalischen
Vernetzungen von phenolischen Substanzen und anderen Zellbestandteilen. Da dies keine
giinstigen Bedingungen fiir die Stabilitit von mRNA sind und in toten Zellen keine
Transkription mehr stattfindet, mu3 davon ausgegangen werden, daB3 die Signale von
mRNA stammt, welche vor der HR gebildet wurde. Kurz vor dem Auftreten der HR
(s. Kap. 3.5.1.4) konnten jedoch keine Transkripte detektiert werden. AnschlieBend wurden
weitere Kontrollen mit Blattquerschnitten des Gerstenkultivars Sultan5, welche mit
HvPR-1b bzw. WCI-3 Sonden hybridisiert wurden, durchgefiihrt. WCI-3 ist spezifisch fiir
die CIR in Weizen, wird nicht durch Pathogen induziert und sollte deshalb nicht in Gerste
detektiert werden. Die HvPR-1b Sonde wurde von dem Pathogen-induzierten Gen aus
Gerste abgeleitet und sollte neben Signalen in HR-Zellen weitere spezifische Transkripte
detektieren. Auch in diesen Kontrollen wurden, sowohl mit HvPR-1b- als auch
WCI-3-Sonden, nur Signale in HR-Zellen der Epidermis und des Mesophylls detektiert.
Nachdem methodische Fehler (vgl. Kap 3.5.1.6.2) ausgeschlossen werden konnten, wurde
die Methode verworfen und in situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden
durchgefiihrt. Die Verwendung von RNA-Sonden, welche tiber in vitro Transkription
hergestellt werden, bietet die Mdglichkeit sense Sonden als Negativkontrollen einzusetzen,
da diese die gleiche Orientierung wie die mRNA haben und so nicht mit dieser

hybridisieren konnen. Es zeigte sich, daB neben anderen spezifischen Signalen mit
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antisense Sonden, ebenfalls eine starke Bindung der RNA-Sonden an Zellen mit HR
stattfand und dies sowohl mit antisense als auch sense Sonden.

Hiermit konnte abschlieend gezeigt werden, daf die in HR-Zellen detektierten Signale
Artefakte sind und es in Zellen welche hypersensitiv auf einen Pathogenbefall reagiert
haben, Stukturen gibt, welche Nukleinsduren (RNA und DNA) sehr stark binden. Da
dieses Phidnomen bisher nicht in der Literatur beschrieben ist und es keine Hinweise auf
die Faktoren gibt, welche fiir die starke Bindung der Nukleinsduren verantwortlich sind, ist
es wichtig, dieses weiter zu verfolgen um Fehlinterpretationen, vor allem beim Arbeiten
mit pathogeninduzierten Genen, zu vermeiden.

Auf Nachfrage konnten dhnliche Probleme mit HR-Zellen in Getreide, welche zunéchst
auch zu Fehlinterpretationen der Ergebnisse fiihrten, von drei weiteren Arbeitsgruppen
bestitigt werden (HAUSE personliche Mitteilung, BOERMANS personliche Mitteilung,

SCHMELZER personliche Mitteilung).

4.6 Abschlielende Betrachtungen der in situ Hybridisierungen

Trotz der Schwierigkeiten, die bei in situ Hybridisierungen zu Fehlinterpretationen der
Ergebnisse fiihren kdnnen, war es mit radioaktiv markierten RNA-Sonden mdglich, neue
Erkenntnisse liber die Funktion der untersuchten Gene bei der CIR zu gewinnen. Mit
geeigneten Kontrollen (sense Sonden) konnte gezeigt werden, daB3 es auBler in HR-Zellen
zu keinen weiteren unspezifischen Bindungen der Sonden kam, so daf die zeitlichen und
rdumlichen Expressionsprofile von vier Genen nach chemischer Resistenzinduktion und
Inokulation mit Bgt aufgeklart werden konnten.

Anders als bei Northern Analysen wird bei in situ Hybridisierungen aufgrund des hohen
Arbeitsaufwandes oftmals nur ein einziger, meist spéter Zeitpunkt der Genexpression fiir
eine gewebespezifische Analyse herangezogen. Es zeigte sich, dafl hierdurch oft wichtige
Informationen {iber die mogliche Funktion eines Genes verloren gehen. In der
vorliegenden Arbeit wurden bei den in situ Hybridisierungen detaillierte Zeitkinetiken zu
friihen Zeitpunkten der Genexpression durchgefiihrt, um das erste Auftreten von
Transkripten und eine mogliche Ausbreitung von Signalen im Gewebe zeitlich und
rdumlich darzustellen.

Fir WCI-1 konnte z.B. gezeigt werden, daBl, entgegen den Ergebnisse der Northern
Analysen, Transkripte bereits 12 hpt in lokal begrenzten Bereichen des Blattes
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akkumulierten. Nach einer Bodenbehandlung mit BTH kam es im Mesophyll um die
Leitbiindel herum zu ersten Transkriptakkumulationen, nach einer Blattapplikation im
Bereich der Atemhohlen. Aufgrund der geringen Menge von spezifischer mRNA, in den
wenigen induzierten Zellen im Vergleich zur Gesamt-RNA im restlichen Blatt, kann es
sein, dafl durch einen Verdiinnungseffekt solche Phdnomene in Northern Analysen nicht
nachgewiesen werden konnten. Somit gehen wichtige Informationen verloren, wenn man
die ortlichen Expressionsprofile aufler Acht 14f3t.

Dies zeigt deutlich, daB insitu Hybridisierungen auch Hinweise auf mogliche
Kausalzusammenhinge sukzessiver Genexpressionsereignisse geben. So zeigte sich, dal3
die Expression der Lipoxygenase bzw. eines ihrer Produkte nicht fiir die Expression von
WCI-1 von Bedeutung sein kann, da ihre Transkripte nach einer Blattapplikation des
Induktors erst 24hpt um die Leidbiindel herum detektiert werden konnten,
WCI-1-Transkripte aber bereits 12 hpt gefunden wurden. Bei alleiniger Betrachtung der
Ereignisse nach einer Bodenapplikation des Induktors wire dieser Zusammenhang nicht
aufgefallen, da hier 12 hpt die Transkripte von beiden Genen am selben Ort um die
Leitblindel herum zu finden waren. Falls also eine Abhéngigkeit der
Genexpressionsereignisse untereinander besteht, wiirde dies bedeuten, dal WCI-1 vor der
LOX in einer Signalkette stechen muf. Die LOX nimmt wahrscheinlich aufgrund ihrer
dullerst gewebespezifischen Expression in den parenchymatdsen Leitbiindelscheidezellen
und dem angrenzenden Mesophyll, welche als Kommunikationsschnittstelle zwischen dem
Blatt und dem Rest der Pflanze angesehen werden konnen, eine zentrale Rolle bei der CIR
ein. Die Biosyntheseprodukte der LOX konnten sowohl an der Signaltransduktion im Blatt,
als auch an der Bereitstellung von systemischen Signalen beteiligt sein.

PR-1 und WCI-3 spielen wegen ihres zeitlichen und rdumlichen Expressionsprofils und
ihren Ahnlichkeiten zu bekannten Abwehr-Genen wahrscheinlich eine Rolle bei der
Pathogenabwehr. Sie sollten demnach hinter WCI-1 und der LOX in einer Signalkette
stechen. Zum besseren Verstindnis der moglichen Verkniipfungen der einzelnen Gene
wihrend der CIR ist in Abb. 17 ein hypothetisches Schema fiir die zeitlichen und
rdumlichen =~ Abhéngigkeiten  der  untersuchten = Gene nach  unterschiedlichen

Applikationsarten von BTH dargestellt.
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A B
Spruhapplikation Bodenapplikation
1 PR-1

PR-1 PR-1

Abb. 17: Hypothetisches Schema fiir die zeitlichen und riumlichen Abhiingigkeiten der untersuchten Gene bei
der CIR in Weizen bei unterschiedlicher Applikation von BTH.

A: Nach einer Sprithapplikation von BTH wurde 12hpt zuerst WCI-I in Mesophyllzellen um die Atemhdhlen
exprimiert, dann die LZOX 24 hpt um die Leitbiindel herum, anschliefend WCI-3 im gesamten Mesophyll und das
HvPR-1b-Homologe (PR-1) im Mesophyll und der Epidermis. B: Nach einer Bodenapplikation von BTH wurden
12 hpt zuerst WCI-1 und die LOX um die Leitbiindel herum und danach WCI-3 und das HvPR-1b-Homologe (PR-1)
wie nach Spriihapplikation. Die Expression von WCI-I breitet sich ab 12 hpt bei beiden Applikationsarten iiber das
gesamte Mesophyll aus [(WCI-1)]. Moglicherweise kann die LOX an der Bereitstellung potentieller systemischer
Signale in die Leitbiindel beteiligt sein (?).

Die Pfeile (—) zeigen ausgehend von BTH die moglichen Verkniipfungen, die sich aufgrund der Expressionsprofile
der Gene ergeben haben. 1: Epidermis, 2: Mesophyll, 2a: an Leitbiindel angrenzendes Mesophyll, 2b: an Atemhdhlen
angrenzendes Mesophyll, 3: parenchymatose Leitblindelscheide, 4: Leitbiindel mit a: Xylem und b: Phloem, 5:
Atemhohle unterhalb der Stomata.

Die dargestellten Abhédngigkeiten und die Reihenfolgen in einer Signalkette sollen als

Arbeitshypothese fiir weitere Untersuchungen zur Funktion der untersuchten Gene dienen.
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S Zusammenfassung

Durch synthetische Resistenzinduktoren wie BTH (Benzo[1,2,3]thiadiazol-7-carbothionséure-
S-methylester) und anderen Funktionsanaloga der Salizylsdure ist man heute in der Lage, das
Phinomen der systemisch Induzierten Resistenz (SIR) in Pflanzen zu kopieren und ihnen so
einen lang anhaltenden Schutz gegeniiber einem breiten Spektrum an Pathogenen zu verleihen.
Die Mechanismen, welche der chemisch Induzierten Resistenz (CIR) in Getreide zugrunde
liegen, sind bis heute weitgehend ungeklart und wurden in der vorliegenden Arbeit anhand des
Pathosystems Weizen- Echter Weizenmehltau cytologisch, biochemisch und molekular-
biologisch analysiert.

Dazu wurden zunéchst die cytologischen Abwehrmechanismen, welche der CIR zugrunde
liegen, aufgeklirt. Es zeigte sich, daf die CIR mit einer Steigerung der basalen Resistenz der
Pflanzen durch Bildung effektiver Penetrationsbarrieren (Papillen) und hypersensitiven Zelltod
(HR) nach einer Pathogenattacke einhergeht.

Die Behandlung von Weizen mit BTH fiihrt zur Expression verschiedener Gene mit teilweise
unbekannter Funktion. Einige von ihnen sind spezifisch in der CIR exprimiert und werden
deshalb als Markergene angesehen. Die zeitlichen und rdumlichen Expressionsmuster von vier
Genen konnten in Northern Analysen und in situ Hybridisierungen aufgeklért werden. Durch
den Vergleich verschiedener Applikationsmethoden von BTH in Kombination mit Infektion
durch Bgt konnten Hinweise auf die Bedeutung dieser Gene fiir die CIR gewonnen werden.
Fiir WCI-3 und PR-1 konnte aufgrund der Expressionsprofile und ihrer Ahnlichkeiten zu
anderen bekannten Genen gezeigt werden, dal3 sie wahrscheinlich eine Aufgabe bei der
unmittelbaren Pathogenabwehr haben. In Western Analysen konnte fiir PR-1 ein priming-
Effekt nachgewiesen werden. Das bedeutet, dafl der Weizen nach einer Behandlung mit BTH,
frither und stirker PR-1 akkumuliert und so effektiver auf den Pathogenbefall reagieren kann.
WCI-1 und LOX sind Gene, welche wahrscheinlich eine Rolle bei der Signaltransduktion
spielen. Eine Funktion von WCI- I in der Signaltransduktionskette nach BTH-Applikation liegt
nahe, da WCI-1 friih und in rdumlicher Assoziation zum Applikationsort des Induktors
exprimiert wurde. Fiir die LOX konnte gezeigt werden, daf sie ein Schliisselelement der CIR
sein kann, da sie unabhingig von der Applikationsart des Induktors zelltypspezifisch in

Leitbiindelscheidezellen und direkt angrenzenden Mesophyllzellen exprimiert wurde.
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6 Summary

The natural phenomenon of systemic induced resistance (SIR) is mimicked by application
of the chemical BTH (benzo[1,2,3]thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl ester,
acibenzolar-S-methyl) or other functional analogues of salicylic acid. Chemically Induced
Resistance (CIR) in plants leads to a long lasting protection against a broad range of
phytopathogens. How chemically induced plants respond to pathogens is not well
understood. Here, defence mechanisms were analysed on the cytological, biochemical and
molecular level in the pathosystem wheat - wheat powdery mildew fungus.

As a result of CIR the basal resistance is increased. Wheat plants treated with BTH showed
a more frequent formation of effective penetration barriers (papillae) and a hypersensitive
reaction upon pathogen attack.

BTH treatment leads to expression of a set of genes partly with unknown function. Some
of these genes are used as marker genes for CIR, since they are expressed specifically after
application of chemical resistance inductors. Temporal and spatial expression patterns of
four chemically induced genes were studied. Comparing different types of chemical
application in combination with inoculation of Bgt, conclusions regarding the importance
of these genes in defence or signal transduction could be drawn.

WCI-3 and PRI appeared to be involved directly in pathogen defence because they show
similarities to antifungal proteins and are expressed in cells at the frontline between plant
and fungus. In western analyses, a priming effect for PR1 was demonstrated. This implies,
that PR1 was expressed in chemically induced plants that were challenged by Bgt-
inoculation stronger and earlier than in control plants which may contribute to
effectiveness of defence. WCI-1 and LOX are genes that might be involved in signal
transduction after BTH application. This is likely for WCI-1, because it was expressed
rapidly and directly at the site of inductor application. Interestingly, LOX was expressed
independent of the type of application, in cells of the vascular bundle sheath and the
adjacent mesophyll. Therefore, the lipoxygenase might be a key enzyme engaged in local

or systemic signal processing.
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