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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ustilago hordei ist der Erreger von Hartbrand bei Gerste und Hafer. Um pflanzlichen
Abwehrreaktionen entgegenzuwirken ist dieser basidiomycete Brandpilz zur Etablierung
einer biotrophen Interaktion mit seiner Wirtspflanze auf eine Vielzahl sekretierter Effektor-
proteine angewiesen, wobei der Unterdrickung von programmiertem Zelltod eine
besondere Rolle zu kommt.

Deletionsmutanten fir den sekretierten Effektor Pep1 sind hingegen nicht in der Lage die
Epidermis zu penetrieren und verursachen zahlreiche Abwehrreaktionen, welche im
programmierten Zelltod der attackierten Pflanzenzelle resultieren. Im Maispathogen
Ustilago maydis ist der Virulenzfaktor Pep1 funktionell konserviert und inhibiert den
PAMP-vermittelten ,oxidative burst’ durch direkte Interaktion mit apoplastischen
Peroxidasen. Infektionen von Gerste mit dem inkompatiblen Nicht-Wirt-Pathogen
U. maydis fuhren ebenfalls zu epidermalem Zelltod, ahnlich einer hypersensitiven Antwort
(HR; hypersensitive response).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den molekularen und zelluldren Prozessen in
kompatiblen und inkompatiblen Ustilago/Gerste-Interaktionen.

Anhand einer U. hordei Transkriptomanalyse wahrend kompatiblen sowie inkompatiblen
Interaktionen wurden 18 Kandidatengene ausgewahlt, die auf eine Rolle wahrend der
Wirtsbesiedelung untersucht werden sollten. Vorlaufige Ergebnisse zeigen bislang finf
Kandidaten mit einer moglichen Virulenzfunktion.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die zellularen Reaktionen bei Gerste wahrend Ustilago-
Interaktionen untersucht. Hier wurde zwischen der kompatiblen Interaktion mit U. hordei
und den inkompatiblen Interaktionen mit dem Nicht-Wirt-Pathogen U. maydis, sowie der
U. hordei und U. maydis Apep1-Mutante verglichen. Zwar resultiert Inkompatibilitat jeweils
in programmiertem Zelltod, mittels verschiedener Lebendzellfarbungen, einem enzy-
matischen Aktivitatstest und Infektionen Bax Inhibitor-1 (Bl-1)-Uberexprimierender
Pflanzen konnte jedoch zwischen zwei verschiedenen Zelltodarten unterschieden werden.
Wahrend Autophagie an Zelltod bei Apepi-Infektionen beteiligt ist, kommt es in
Abhangigkeit von BIl-1 zu Apoptose-ahnlichem Zelltod nach U. maydis-Infektion. Dies
konnte mittels Transmissionselektronenmikroskopie bestatigt werden. Zusatzlich haben
die Bestimmung von Wasserstoffperoxid in Apoplastenflissigkeit und die Genregulation
typischer HR-assoziierter Marker gezeigt, dass eine HR nur duch U. maydis ausgelost
wird, wahrend Apep7-Infektionen in einer basalen, PAMP-vermittelten Immunitat
resultieren.

Demnach konnte gezeigt werden, dass verschiedene Zelltodmechanismen die Resistenz

von Gerste in Abhangigkeit des infizierenden Pathogens determinieren.



Summary

Summary

Ustilago hordei is the causative agent of covered smut on barley and oat. This
basidiomycetous fungus establishes a biotrophic interaction with its host plant and
therefore relies on a great variety of secreted effector proteins in order to cope with plant
defense responses. This particularly implies the avoidance of host cell death reactions.
Deletion mutants of the secreted effector Pep1 are blocked in epidermal penetration and
elicit various plant defense responses, eventually leading to death of the invaded cell. The
virulence factor Pep1 is functionally conserved in the corn smut pathogen Ustilago maydis
and was recently shown to directly interact with apoplastic peroxidases, thus inhibiting the
PAMP-triggered oxidative burst. Barley infections with the incompatible non-host
pathogen U. maydis also result in epidermal cell death, which is similar to the
hypersensitive response (HR).

This study concentrates on molecular and cellular processes determining compatibility
and incompatibility in different Ustilago/barley-interactions.

Based on transcriptional analyses of U. hordei genes involved in compatible and
incompatible plant interactions, 18 candidate genes were selected and further analyzed
for a potential role during host colonization. So far, preliminary results point towards a
virulenz function of five candidates.

In the second part of this study cellular responses of barley were investigated, comparing
the compatible U. hordei-interaction with responses during incompatibility caused by the
non-host pathogen U. maydis as well as U. hordei and U. maydis Apep1 mutants.
Although incompatibility leads to programmed cell death respectively, a combination of
live cell imaging techniques, an enzymatic activity assay and infections of transgenic
plants overexpressing Bax Inhibitor-1 (Bl-1) enabled the differentiation of two distinct
pathways. While cell death responses towards Apep? mutants involve autophagy, non-
host reactions after U. maydis infection trigger Bl-1-dependent apoptosis-like cell death.
These data sets were supported by transmission electron microscopy. Additionally, by
evaluating H,O, contents in apoplastic fluid and the transcriptional regulation of typical
HR-associated marker genes, it became apparent that a HR is only caused by U. maydis
infections, whereas infections by Apep? mutants result in basal defense and PAMP-
tiggered immunity.

Therefore it was shown, that different cell death mechanisms determine resistance of

barley in host and non-host interactions.
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Einleitung

1 Einleitung

Interaktionen zwischen Pilzen und Pflanzen reichen von mutualistischen Symbiosen bis
hin zu Parasitismus. Wahrend jedoch auf der einen Seite beide Symbiose-Partner einen
Nutzen aus der Interaktion ziehen, bleibt auf der anderen Seite beim Parasitismus das
Vorteilsverhaltnis im Ungleichgewicht. Begunstigt ist hierbei jeweils der Pilz, der den
parasitdren bzw. pathogenen Teil der Interaktion bildet und die Pflanze als Wirt nutzt,
welche dadurch meist in Wachstum oder Reproduktionsfahigkeit eingeschrankt ist oder
gar aufgrund des starken Pathogenbefalls komplett abstirbt.

Pflanzen werden allerdings nicht nur mit einer sehr grof3en Varietat an phytopathogenen
Pilzen konfrontiert, sondern auch phytopathogene Bakterien, Viren und Oomyceten, sowie
Nematoden und Insekten stellen potenzielle Gefahren dar. Ein hocheffizientes
Immunsystem sorgt jedoch dafur, dass Pflanzen ihren Gegnern nicht schutzlos
ausgeliefert sind. Schafft es ein Pathogen dennoch sich erfolgreich zu etablieren, kann
dies gravierende Folgen haben. Im Bereich der Nutzpflanzen wird beispielsweise
angenommen, dass weltweit ein jahrlicher Ernteverlust von 16-18% dem Befall von
Pflanzenpathogenen zuzuschreiben ist (Oerke und Dehne, 1997; Oerke, 2006). Hierbei
spielen auch Brandpilze der Gruppe Ustilaginales eine Rolle, da sie bedeutende Gras-
und Getreidearten befallen (Martinez-Espinoza et al., 2002).

Das Verstandnis der Infektionsstrategien phytopathogener Pilze, der detaillierten
pflanzlichen Abwehrreaktionen, sowie des Zusammenspiels beider um eine Interaktion zu
etablieren bzw. zu verhindern ist somit von grofer Relevanz fur wirtschaftliche und

biologische Fragestellungen.

1.1 Infektions- und Entwicklungsstrategien phytopathogener
Mikroorganismen

Um sich im jeweiligen Wirt erfolgreich etablieren zu kdnnen nutzen Pflanzenpathogene
unterschiedliche Infektions- und Entwicklungsstrategien. Diese kann man primar anhand
der Erndhrungsform in drei Gruppen unterteilen: Nekrotrophie, Biotrophie und
Hemibiotrophie.

Bei der nekrotrophen Erndhrungsform totet das Pathogen die attackierte Pflanzenzelle ab,
um sich saprophytisch von dem abgestorbenen Material erndhren zu koénnen.
Nekrotrophe Pilze wie beispielsweise Alternaria spp., Botrytis spp., Fusarium spp. oder
Verticillium spp. sekretieren hierfir entweder Wirts-spezifische Toxine (HSTs; host-
specific toxins) oder reaktive Sauerstoffspezies (ROS; reactive oxygen species) wodurch
Zelltod ausgeldst wird (Friesen et al., 2008; Horbach et al., 2011). Biotrophie definiert sich

hingegen als Ernahrungsform, bei der ein Organismus auf das Vorhandensein lebender




Einleitung

Wirtszellen angewiesen ist. Dadurch gestalten sich biotrophe Interaktionen sehr
unterschiedlich und reichen von mutualistisch bis parasitisch. Die meisten mutualistischen
Organismen, wie zum Beispiel Mykorrhiza-Pilze, besiedeln pflanzliches Wurzelgewebe,
sind aber in der Lage Nahrstoffe auch von auflerhalb der Symbiose aufzunehmen. Im
Gegensatz dazu beziehen die meisten parasitisch-biotrophen Pathogene, wie Brand- und
Rostpilze, ihre Nahrstoffe ausschlieBlich aus wachsendem Gewebe, da sie keinen
Zugang zu alternativen Energiequellen haben (Schulze-Lefert und Panstruga, 2003;
Horbach et al.,, 2011). Biotrophe Pilze wie beispielsweise Ustilago spp., Puccinia spp.
oder Uromyces spp. mussen daher die etablierte biotrophe Interaktion mit ihrem Wirt Gber
die gesamte Generationszeit bis hin zur Sporulation aufrechterhalten (Mendgen und
Hahn, 2002; Horbach et al., 2011). Ist die biotrophe Phase hingegen nur voribergehend
und das Pathogen schaltet nach anfanglicher Biotrophie auf ein nekrotrophes
Wachstumsprogramm um, handelt es sich um die hemibiotrophe Erndhrungsform, wie es
zum Beispiel bei Phytophthora spp. oder Colletotrichum spp. der Fall ist (Hahn und
Mendgen, 2001; Horbach et al., 2011).

Zusatzlich kann man Pathogene dahingehend kategorisieren, ob sie Uber Stomata, oder
durch Verletzungen in das Wirtsgewebe eindringen, wie beispielsweise Pseudomonas
syringae bzw. Agrobacterium tumefaciens, oder ob sie dieses direkt penetrieren kénnen,
wie zum Beispiel Blumeria graminis (Hawes und Smith 1989; Melotto et al., 2006;
Hickelhoven und Panstruga, 2011; Faulkner und Robatzek, 2012).

Filamentése Pathogene kdénnen zudem anhand ihrer Wachstumsform innerhalb der
Wirtspflanze differenziert werden. So unterscheidet man zum Beispiel interzellular, wie bei
Cladosporium fulvum, intrazellular, wie bei Magnaporthe oryzae, oder gar inter- und
intrazellular, wie bei monokaryotischen Rostpilzen und diversen Brandpilzen. Zudem
unterscheidet man zwischen extrazellularem Wachstum mit Haustorien innerhalb der
Epidermiszellen, wie bei der Ordnung der Erysiphales und interzellularem Wachstum mit
Haustorien in Zellen des Parenchymgewebes, wie bei dikaryotischen Rostpilzen (Hahn
und Mendgen, 2001; Mendgen und Hahn, 2002; Faulkner und Robatzek, 2012).
Gemeinsam haben jedoch alle Pflanzenpathogene, dass sie zur erfolgreichen Etablierung
und zum Durchlaufen ihres Lebenszyklus das pflanzliche Immunsystem umgehen
missen. Insbesondere fur biotrophe Pathogene ist es essentiell die Pflanzenabwehr zu
unterdricken und speziell programmierten Zelltod (PCD; programmed cell death) zu
verhindern. Hierfir muss das Pathogen auf spezifischem Weg mit der Wirtspflanze
interagieren, was durch kleine sekretierte Proteine, sogenannte Effektoren bewerkstelligt
wird. Dies sind Molekile, welche die Struktur und Funktion der Pflanzenzelle manipulieren
und hiertiber eine erfolgreiche Etablierung des Pathogens ermdglichen (Kamoun 2006;
Hogenhout et al., 2009; De Wit et al., 2009; Stergiopoulos und De Wit, 2009).
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1.2 Grundlegende Mechanismen der pflanzlichen Immunabwehr

Pflanzen begegnen dem kontinuierlichen Einfluss von potenziellen Pathogenen mit einem
vielschichtig aufgebauten Verteidigungssystem (Dangl und Jones, 2001; Nimchuk et al.,
2003; Chrisholm et al., 2006; De Wit, 2007). Hierbei wird zwischen praformierter Abwehr
und induzierter Abwehr unterschieden.

Praformierte Abwehrmechanismen sind zum einen physische Barrieren, wie zum Beispiel
die Pflanzenzellwand und die wachsartige Cuticula, die sowohl Pathogenen das
Eindringen ins Pflanzengewebe erschweren, als auch vor Wasserverlust und anderen
abiotischen Umwelteinflissen schitzen (Dangl und Jones, 2001; Huckelhoven, 2007;
Koeck et al., 2011). Zum anderen bieten von der Pflanze produzierte antimikrobielle Stoffe
und Sekundarmetabolite wie Defensine, Phytoalexine und phenolische Substanzen einen
biochemischen Schutz (Zasloff, 2002; Baidez et al., 2007).

Die induzierbare Abwehr reagiert spezifisch auf verschiedene Arten von Pathogenbefall
(Dangl und Jones, 2001; Chrisholm et al., 2006; Da Cunha et al, 2006; Jones und Dangl|,
2006). Die priméare Stufe dient hierbei der Erkennung von konservierten Strukturen, die fir
viele Klassen von Mikroben und Pathogenen charakteristisch sind. Zu den sogenannten
MAMPs oder PAMPs (microbe- | pathogen-associated molecular patterns) zahlen zum
Beispiel das bakterielle Geillelprotein Flagellin oder das in Pilzzellwanden vorkommende
Chitin. Die Erkennung basiert auf PRR-Membranrezeptoren (pattern recognition
receptors), deren extrazellulare LRR-Domane (leucin rich repeat) fur die Perzeption
verantwortlich ist, wahrend die cytoplasmatische Kinase-Doméane abwehrspezifische
MAP-Kinase (mitogen-activated protein) Signalkaskaden aktiviert (Nurnberger und
Brunner, 2002; Nirnberger et al., 2004; Zipfel und Felix, 2005; Zipfel et al., 2006; Boller
und He, 2009; Iriti und Faoro, 2009; Zhang und Zhou, 2010). Das hat zur Folge, dass
Salizylsaure (SA, salicylic acid)-abhangige Abwehrreaktionen wie zum Beispiel
Lignifizierung der pflanzlichen Zellwand, Papillenbildung durch Deposition von Callose,
sowie die Akkumulation von PR-Proteinen (pathogenesis-related proteins), wie
Chitinasen, Glucanasen und Proteasen, induziert werden. Gleichzeitig kommt es zur
Bildung und Anreicherung von ROS (Brown et al., 1998; Gomez-Gomez et al., 1999; van
Loon et al., 2006; Bhuiyan et al., 2009; Luna et al., 2011). Diese Abwehrmechanismen
uben einen negativen Effekt auf die Kolonisierung des Pathogens aus und kdnnen zum
programmierten Zelltod der attackierten Zelle fihren (Naito et al., 2008; Zipfel, 2009;
Thomma et al., 2011). Somit kommt es zur PAMP-vermittelten Immunitat (PTI; PAMP-
triggered immunity) (Abb. 1) (Jones und Dangl, 2006). Solche Abwehrprozesse kénnen
aber nicht nur durch exogene Elizitoren, sondern auch durch pflanzeneigene, endogene
Elizitoren ausgeldst werden. Bei DAMPs (damage-associated molecular patterns) handelt

es sich um Molekiile die von Pflanzenzellen freigesetzt werden, wenn es beispielsweise
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durch Fressfeinde oder Pathogenbefall zu Verletzungen des Gewebes kommt. Deren
Erkennung durch PRRs basiert auf dem gleichen Mechanismus wie die PAMP/MAMP-
Erkennung und resultiert ebenfalls in PTI (Lotze et al., 2007; Rubartelli und Lotze, 2007;
Boller und Felix, 2009). Durch die Sekretion spezifischer Effektormolekiile sind adaptierte

Pflanzenpathogene jedoch in der Lage mit der primaren Immunantwort zu interferieren

PAMP PAMP PAMP

Abb. 1: Die Grundlagen der

pflanzlichen Immunabwehr. op"e qp’g M
Schematische Darstellung der 7 ‘ :
molekularen und zellularen Ab- &? &?

laufe wahrend der basalen und ‘ ML ‘ %m#* ‘
der induzierbaren Pflanzenab- ) \},) QA )
wehr. Abhangig von Pathogen Signal- Signal-

und Wirtspflanze fiihren sie zur transduktion transduktion
PAMP-vermittelten Immunitat

(PTI), zur Effektor-vermittelten \ V.V

Suszeptibilitdét (ETS) oder zur >«

Effektor-vermittelten Immunitat SRR

(ETI). Details, siehe Text.

Modifiziert nach Pieterse et al., \

2009. PTI ETS ETI

und so die PTI zu unterdriicken, wodurch sich das Pathogen erfolgreich im Gewebe des
Wirts etablieren kann. Somit kommt es zur Effektor-vermittelten Suszeptibilitat (ETS;
effector-triggered susceptibility) (Abb. 1) (Jones und Dangl, 2006; Stergiopoulos und de
Wit, 2009; de Wit et al., 2009). Die zweite, spezifischere Stufe der pflanzlichen Immuna-
wehr wird als Effektor-vermittelte Immunitat (ETI; effector-triggered immunity) bezeichnet,
da Effektoren nicht nur fur die Pathogenitdt von Bedeutung sind, sondern gleichzeitig
auch die haufigsten Avirulenz-Faktoren (Avr-Proteine) reprasentieren, Faktoren die vom
Immunsystem der Pflanze erkannt werden und dadurch zur Resistenz fihren (Abb.1)
(Dangl und Jones, 2001; Rep, 2005; Chrisholm et al., 2006; Jones und Dangl, 2006). Die
Erkennung der Effektoren erfolgt durch eine Klasse von Rezeptoren, die aus einer
konservierten NB- (nucleotide binding) und einer Spezifitat-vermitteinden LRR-Domane
bestehen, den sogenannten NB-LRR-Proteinen, und zu der fast alle pflanzlichen
Resistenzproteine (R-Proteine) gehoren. Die Erkennung kann hierbei direkt oder indirekt
stattfinden. Eine direkte, physische Interaktion eines Avr-Proteins mit dem
korrespondierenden R-Protein wird durch die Gen-fir-Gen-Hypothese (Flor, 1971)
beschrieben und konnte beispielsweise fir den Magnaporthe oryzae Effektor Avr-Pita
gezeigt werden, der spezifisch mit dem cytoplasmatischen R-Protein Pi-ta aus Reis
(Oryza sativa) interagiert (Jia et al., 2000). Allerdings wurden nur wenige direkte Avr/R-
Interaktionen bestatigt, weshalb sich die sogenannte ,guard’~Hypothese entwickelt hat.

Diese besagt, dass R-Proteine den zugehérigen Effektor nicht direkt sondern indirekt
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erkennen, indem sie die Zielproteine der Effektoren kontrollieren oder Effektor-generierte
enzymatische Produkte detektieren (van der Biezen et al., 1998; van der Hoorn et al.,
2002; Bernoux et al.,, 2011). Ein Beispiel hierfir ist das in Arabidopsis thaliana
identifizierte Protein RIN4, welches durch Interaktion mit den drei verschiedenen
P. syringae Effektoren AvrB, AvrRpm1 und AvrRpt2 modifiziert wird. Diese Veranderung
von RIN4 wird durch die beiden R-Proteine RPM1 und RPS2 erkannt, was in der
Aktivierung von Abwehrmechanismen resultiert und zur ETI fluhrt (Mackey et al., 2002;
Mackey et al., 2003). Aufgrund des hohen Selektionsdrucks solcher Zielproteine hat sich
dieses Modell zur sogenannten ,decoy’-Hypothese weiterentwickelt, bei der Pflanzen im
Verlauf der Evolution neben dem eigentlichen Zielprotein duplizierte oder neue Proteine
mit gleicher Funktion anreichern, welche die Maskierung des Zielproteins zur Aufgabe
haben (van der Hoorn und Kamoun, 2008; Bernoux et al., 2011). Dies verdeutlicht das
,evolutionary arms race’, ein in der Co-Evolution von Pflanze und Pathogen bestehendes
\Wettrlisten’ gegeneinander, woraus standig neue Virulenz- und Avirulenzfaktoren
entstehen und sich diverse Infektionsstrategien entwickelt haben (Abb. 2) (Birch et al.,
2006; Jones und Dangl, 2006).

Die induzierten Abwehrmechanismen einer ETI sind vergleichbar mit denen der basalen

Immunreaktionen, finden jedoch in wesentlich starkerer Form statt (Abb. 2).
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Durch die Beteiligung und Aktivierung von SA und SA-abhangiger Signalwege kommt es
zur starken Expression von PR-Genen, der Synthese von phenolischen Substanzen und
Phytoalexinen, der verstarkten Deposition von Callose und Lignin, sowie einer vermehrten
Produktion von ROS. Diese Abwehrkomponenten, die zusammengefasst eine
hypersensitive Antwort (HR; hypersensitive response) definieren (Morel und Dangl, 1997;
Heath, 2000; Greenberg und Yao, 2004; Schulze-Lefert, 2004; Glazebrook, 2005; Jones
und Dangl, 2006; O’Connell und Panstruga, 2006), fihren zu programmiertem Zelltod an
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der Infektionsstelle, wodurch das Pathogen aktiv durch die Produktion antimikrobieller
Substanzen, sowie passiv durch das Entziehen der Nahrstoffquelle eliminiert werden
kann. Umliegendes Pflanzengewebe bleibt hierbei intakt (Heath, 2000; Coll et al., 2011).
Gegenuber nekrotrophen Pflanzenpathogenen waren solche Abwehrreaktionen hingegen
forderlich. Deshalb werden hier Signalwege aktiviert die Jasmonsaure- (JA; jasmonic
acid) und Ethylen-abhangig sind. Diese resultieren in der Synthese von hydrolytischen
Enzymen, wie beispielsweise Chitinasen und Glucanasen, sowie der vermehrten
Produktion von Sekundarmetaboliten, wie Terpenen, Alkaloiden und Phenylpropanoiden,
die toxisch auf das eindringende Pathogen wirken und somit dessen Ausbreitung
verhindern (Gundlach et al., 1992; Memelink et al., 2001; Glazebrook, 2005).

Die Anreicherung von Phytohormonen wie SA, JA und Ethylen spielt auch eine grofie
Rolle bei einer systemisch angeeigneten Resistenz (SAR; systemic aquired resistance).
Hier werden auf Basis einer lokalen Immunantwort nach Pathogenbefall umliegende und
auch weiter entfernt liegende Gewebe und Organe auf eine mdgliche Pathogenattacke
vorbereitet. Durch sogenanntes ,priming’ kdnnen diese gezielte Abwehrmechanismen
frihzeitig aktivieren, wodurch eine erhéhte Resistenz gegeniber nachfolgenden
Infektionsversuchen besteht (Grant und Lamb, 2006; Shah, 2009).

1.2.1 Die Rolle des ,oxidative burst’ wahrend der Pflanzenabwehr

Eine der zentralen Komponenten der pflanzlichen Immunabwehr ist die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies, die sowohl an der PTI beteiligt sind, als auch eine
Schlisselkomponente der ETI darstellen. Wahrend sie hierbei einerseits an der
mechanischen Stabilisierung der Zellwand durch Papillenbildung eine Rolle spielen,
kénnen sie andererseits durch oxidative Angriffe Proteine, Lipide und Nukleinsauren des
eindringenden Pathogens schadigen und dadurch auch direkt toxisch wirken (Mehdy,
1994; Apel und Hirt, 2004). Gleichzeitig fungieren sie als wichtige ,second messenger’ fir
weitere SA-induzierte Abwehrprozesse und bilden dabei eine positive Ruckkopplung
zwischen SA-Akkumulation und ROS-Produktion (Viot et al., 2009). Die rapide
Anreicherung von ROS wahrend der Immunantwort, insbesondere von Wasserstoff-
peroxid (H.O;) wird als ,oxidative burst’ bezeichnet und ist durch zwei Phasen
charakterisiert die mit PTI und ETI einhergehen (Lamb und Dixon, 1997).

Phase | beschreibt hierbei die Induktion der ROS-Produktion wenige Minuten nach
PAMP- / MAMP-Perzeption. Diese relativ schwache Reaktion wird durch die bereits im
Apoplasten vorhandenen Enzyme zur ROS-Produktion katalysiert, wahrend parallel die
Synthese zusatzlicher Enzyme induziert wird (Apostol et al., 1989; Mehdy, 1994; Lamb

und Dixon, 1997; Daudi et al., 2012). Bereits nach ca. 1 Stunde neutralisiert sich der frihe
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Abb. 3: Reprasentative Kinetik der
H,0,-Akkumulation wihrend des ‘oxi-
dative burst’ als pflanzliche Abwehr-
reaktion. Zeitliche Darstellung der H,O,-
Akkumulation nach Perzeption eines kom-
patiblen (grine Linie) bzw. inkompatiblen
(blaue Linie) Pathogens. Nach der un-
spezifisch erfolgenden Phase | kann das
virulente Pathogen die Phase Il des
‘oxidative burst’ effizient unterdriicken,
wahrend die starke H,O,-Akkumulation in
Folge der Infektion mit dem avirulenten
Pathogen zur Induktion von PCD (rote
Linie) und der erfolgreichen Abwehr des
10 Pathogens flhrt.

Zeit nach Pathogen-Perzeption [h] Modifiziert nach Lamb und Dixon, 1997.
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Jburst’ und die ROS-Konzentration nimmt wieder ab, wodurch die Induktion von
programmiertem Zelltod ausbleibt (Abb. 3) (Baker und Orlandi, 1995; Lamb und Dixon,
1997). Handelt es sich jedoch um eine inkompatible Interaktion aufgrund einer Avr/R-
Interaktion oder einer Nicht-Wirt-Beziehung (NHI; non-host interaction), so kommt es ca. 3
Stunden nach Pathogenerkennung zu einem weiteren, als Phase Il bezeichneten ,burst’.
Dieser zweite ,burst’ kennzeichnet sich durch eine massivere und langer anhaltende
ROS-Produktion (Abb. 3). Die daraus resultierende HR fiihrt letztendlich zu PCD im
infizierten Gewebe und somit zur Abwehr des nicht-adaptierten Pathogens (Baker und
Orlandi, 1995; Lamb und Dixon, 1997; Torres et al., 2006).

1.3 Programmierter Zelltod als Uberlebensstrategie fiir Tiere und
Pflanzen

Neben seiner Funktion wahrend der pflanzlichen Immunabwehr spielt PCD auch eine
wichtige Rolle bei diversen entwicklungsspezifischen Prozessen. Da dies fur Pflanzen und
Tiere gleichermalRen gultig ist, beschreibt PCD einen essentiellen, physiologischen
Mechanismus zur regulierten Eliminierung von Zellen in allen vielzelligen Organismen
(Baehrecke et al., 2002). Wahrend in tierischen Systemen Apoptose und Autophagie be-
schrieben sind, werden PCD-Mechanismen in Pflanzen kontrovers diskutiert, da hier eine

definierte Abgrenzung in Anlehnung an die Vorgange in tierischen Zellen nicht mdglich ist.

1.3.1 Mechanismen der Zelltod-Induktion in tierischen Systemen

In tierischen Systemen werden aufgrund von morphologischen Charakteristika generell
drei verschiedene Arten von Zelltod beschrieben: Apoptose, Autophagie und Nekrose.
Wahrend Apoptose und Autophagie als physiologische Zelltodarten kontrolliert werden

kénnen, bildet die Nekrose das Gegenteil zu PCD, da es sich um eine passive,
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unkontrollierte und pathologische Zelltodart handelt (Kroemer et al., 2009). Hierbei kommt
es aufgrund eines Schadens zum Ausfall der zelluldren lonenpumpen, was in
osmotischem Wassereinstrom resultiert. Dadurch schwellen Organellen und Zelle an, es
kommt zur Ruptur der Plasmamembran und zum Austreten des Zellinhalts, was wiederum
zur Aktivierung des Immunsystems flihrt und eine Entziindungsreaktion im angrenzenden
Gewebe auslost (Leist und Jaatteld, 2001; Golstein et al., 2003).

Charakteristische Merkmale fur apoptotischen Zelltod (Typ-I-PCD) sind die Konden-
sierung des Chromatins, das Schrumpfen der Zelle und der gerichtete Abbau der DNA in
Fragmente spezifischer Grof3e, was zu typischem DNA ,/addering’ fuhrt. Hinzu kommt das
sogenannte ,membrane blebbing’, eine Art Blasenbildung der Cytoplasmamembran, und
das Entstehen spezifischer apoptotischer Kdérperchen, die von angrenzenden Zellen
aufgenommen und degradiert werden (Vaux und Strasser, 1996; Hengartner, 2000;
Potten und Wilson, 2004). Zentrale molekulare Komponenten sind hierbei die Caspasen
(cysteine-dependent aspartate-directed proteases), eine Gruppe von Aspartat-
spezifischen Cysteinproteasen, die Peptidbindungen C-terminal der Aminosaure Aspartat
spalten. Diese kdénnen durch den extrinsischen ,death receptor pathway‘ oder Uber den
intrinsischen Weg aktiviert werden (Hengartner, 2000). Beim extrinsischen Weg bindet ein
pro-apoptotischer Agonist an einen speziellen, in der Cytoplasmamembran lokalisierten
Rezeptor, wodurch eine definierte Caspase-Kaskade ausgel6st wird, die zu PCD flhrt
(Hengartner, 2000). Der intrinsische Weg wird hingegen in Folge von Stresssignalen, wie
beispielsweise oxidativem Stress, ER-Stress oder Pathogenattacken, aktiviert. Die
Zelltod-Induktion beruht auf einem Mitochondrium-basierten Kontrollmechanismus
(Kroemer et al., 2007; Galluzzi et al., 2012) und es kommt zur Aktivierung von Proteinen
der Bcl-2 Familie, einer Gruppe von regulatorischen Proteinen, die sowohl aus pro-, als
auch aus anti-apoptotischen Faktoren besteht (Gross et al., 1999; Hengartner, 2000; Jan
et al., 2008). Durch Proteine die aus dem Intermembranraum des Mitochondriums ins
Cytoplasma entlassen werden, kommt es unter anderem zur Ausbildung des sogenannten
Apoptosoms, wodurch die Zelltod-induzierende Caspase-Kaskade aktiviert wird (Li et al.,
1997; Rodriguez und Lazebnik, 1999; Chai et al., 2000; Degterev et al., 2001; Antonsson,
2004; Kim et al., 2005; Billen et al., 2007; Wang und Youle, 2009). Gleichzeitig werden
Nukleasen in den Zellkern transloziert, wo sie die Fragmentierung der DNA vermitteln
(Susin et al., 1999; Li et al., 2001; Bajt et al., 2006). Somit kommt es zur simultanen
Aktivierung  verschiedener zellularer Vorgange die zusammengenommen in
apoptotischem Zelltod resultieren. Die detaillierten molekularen Ablaufe unter
Kennzeichnung der beteiligten Komponenten sind in Abb. 4 zusammengefasst.
Autophagie beschreibt hingegen einen basalen, katabolischen Prozess, bei dem

Zellbestandteile mittels der lysosomalen Degradationsmaschinerie kontrolliert abgebaut
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Abb. 4: Detaillierte schematische Zusammenfassung der molekularen Mechanismen wéhrend
Apoptose und Autophagie in Tieren. Die Zelltod-Induktion durch den intrinsischen apoptotischen
Weg beruht auf einem Mitochondrium-basierten Kontrollmechanismus. Durch die Aktivierung werden
diverse Signalmolekile aus dem Intermembranraum des Mitochondriums ins Cytoplasma entlassen.
Dadurch kommt es zur Formation des Apoptosoms und der Aktivierung der spezifischen Caspase-
Kaskade, die in PCD resultiert. Gleichzeitig werden Nucleasen in den Zellkern transloziert, wodurch
die Fragmentierung der DNA initiiert wird. Diese Vorgdnge kdnnen an mehreren Punkten inhibiert
werden. (Makro-) Autophagie ist unter Beteiligung spezifischer Atg-Proteine (rote Zahlen) durch
verschiedene Einzelschritte gekennzeichnet. Zellbestandteile werden mittels Autophagosomen
gezielt zum Abbau delegiert und Makromolekiile wiederverwertet. Die genaue Rolle von Autophagie
bei PCD konnte noch nicht hinreichend geklart werden. AIF, apoptosis-inducing factor; APAF-1,
apoptosis-activating factor-1; Bl-1, Bax Inhibitor-1; EndoG, Endonuclease G; ER, endoplasmatisches
Retikulum; IAPs, inhibitors of apoptosis; TOR, Autophagie-Inhibitor (target of rapamycin).
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und deren Makromolekiile ,recycled’ werden (Levine und Klionsky, 2004; He und Klionsky,
2009). Hierbei handelt es sich um einen konservierten Mechanismus eukaryotischer
Zellen, bei dem zwischen Makro-, Mikro- und Chaperon-vermittelter Autophagie unter-
schieden werden kann (Massey et al., 2004; Klionsky, 2005). Wahrend bei Chaperon-
vermittelter Autophagie einzelne, losliche Proteine direkt ins Lumen des Lysosoms
transloziert werden, wird bei Mikroautophagie der Einschluss von cytoplasmatischem
Material Uber direkte Invagination der lysosomalen Membran vermittelt (Reggiori und
Klionsky, 2002; Massey et al., 2004; Arias und Cuervo, 2011; Mizushima et al., 2011).
Hingegen werden bei Makroautophagie, der haufigsten Form und im weiteren Verlauf als
Autophagie bezeichnet, abzubauende Komponenten in ein de novo geformtes
Doppelmembran-Vesikel verpackt, dem sogenannten Autophagosom. Uber die duRere
Membran fusioniert dieses mit dem Lysosom, wodurch das Autolysosom entsteht, wo
zunachst die verbliebene Membran und anschlieRend der Inhalt degradiert wird (Reggiori
und Klionsky, 2002; Levine und Klionsky, 2004; He und Klionsky, 2009; Mizushima et al.,
2011). Durch genetische Studien in Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden,
dass diese Prozesse durch eine Reihe von ATG (autophagy-related)-Genen vermittelt
werden (Klionsky et al., 2003; Huang und Klionsky, 2007; Mizushima et al., 2011).
Entsprechende Orthologe konnten auch in anderen Eukaryoten identifiziert werden
(Yorimitsu und Klionsky, 2005; Xie und Klionsky, 2007). Eine Ubersicht der einzelnen
Vorgange unter Beteiligung der zugehdrigen Atg-Proteine ist in Abb. 4 zusammengefasst.
Neben der basalen Aktivitdt kann Autophagie unter bestimmten Bedingungen induziert
werden. Hierzu zahlen Entwicklungsprozesse wie Zelldifferenzierung, Stresssituationen
wie Hitze-, Salz- oder oxidativer Stress, sowie Nahrstoff-limitierende Bedingungen (Levine
und Klionsky, 2004). Gleichzeitig ist Autophagie Teil des funktionellen Immunsystems und
kann beispielsweise intrazellulare Pathogene eliminieren (Levine und Deretic, 2007). Da
sterbende Zellen oftmals Charakteristika von Autophagie zeigen wird ,autophagic cell
death’ auch als Form des PCD (Typ-lI-PCD) beschrieben (Levine und Yuan, 2005).
Allerdings hat Autophagie neben der ,pro-death’ auch die genannten ,pro-survival’
Funktionen, wodurch die genaue Rolle von Autophagie wahrend PCD sehr kontrovers
diskutiert wird und noch nicht hinreichend aufgeklart werden konnte (Kroemer und Levine,
2008; Denton et al., 2012).

1.3.2 Programmierter Zelltod in Pflanzen
Die essentielle Funktion von PCD in Pflanzen ist unumstritten. Zwar zeigen sich
eindeutige Parallelen, eine stringente Unterteilung der ablaufenden Vorgange in Auto-

phagie und Apoptose ist jedoch aufgrund diverser Unterschiede nicht méglich.
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Genau wie in tierischen Systemen dient der physiologische Prozess der Autophagie in
Pflanzen ebenfalls hauptsachlich der Remobilisierung von Nahrstoffen unter Kohlenstoff-
und Stickstoff-limitierenden Bedingungen, sowie generellen Wachstums- und
Entwicklungsschritten, wie zum Beispiel der Differenzierung des vaskularen Systems oder
der Blattseneszenz (Bassham, 2007). Gleichzeitig spielt Autophagie ebenfalls eine grofle
Rolle bei Abwehrreaktionen gegentber Pathogenen (Liu et al., 2005; Seay et al., 2006;
Hofius et al., 2009; Hofius et al., 2011) und der dadurch induzierte PCD zeigt viele
morphologische Charakteristika der Autophagie (Bassham, 2007). Allerdings ist auch hier
bislang unklar welche Rolle Autophagie in diesen Prozessen genau einnimmt. Ahnlich wie
in Metazoa scheint es auch bei Pflanzen sowohl vom Pathosystem, als auch vom
infizierten Gewebe und dessen Alter abzuhangen ob Autophagie eine ,pro-survival’ oder
,pro-death’ Funktion hat (Hofius et al., 2011). So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass die Aktivierung des N-Resistenzgens in Tabakpflanzen (Nicotiana benthamiana)
durch die Helikase p50 des Tabak-Mosaik-Virus (TMV) zu HR-induziertem Zelltod fuhrt.
Interessanterweise resultiert eine TMV-Infektion in Beclin1-silencing Pflanzen nicht nur in
einer lokalen Zelltodantwort, sondern flhrt auch zum Absterben des umliegenden, nicht-
infizierten Gewebes. Somit Ubernimmt Autophagie durch die Eingrenzung des HR-
induzierten Zelltods eine zellschitzende Funktion (Liu et al., 2005; Seay et al., 2006). Im
Gegensatz hierzu fihrt das genetische Ausschalten von verschiedenen ATG-Genen in
A. thaliana zur Suppression von HR-induziertem Zelltod als Antwort auf die Avr/R-
Interaktion des P. syringae Effektors AvrRps1 mit RPS1, einem NB-LRR-Rezeptor der in
Abhangigkeit des Abwehrregulators EDS1 Autophagie induziert. Das Ausschalten der
Autophagie-Maschinerie hat somit in diesem Fall einen negativen Effekt auf die Zelltod-
Antwort und Autophagie fungiert ,pro-death’ (Hofius et al., 2009).

PCD in Pflanzen zeigt aber auch diverse Merkmale von apoptotischem Zelltod, wie
Chromatinkondensierung, Zellkernfragmentierung und Schrumpfen der Zellen (Wang et
al., 1996; Maraschin et al., 2005). Zudem spielt das Mitochondrium ebenfalls eine
entscheidende Rolle, da dessen funktionelle Stérung und die Freigabe von Cytochrom ¢
ins Cytoplasma auch hier bei entwicklungsspezifischem und Stress-vermitteltem PCD
beobachtet werden kann (Reape et al.,, 2008; Reape und McCabe, 2008). Zwar fehlen
Pflanzen Homologe der Bcl-2-Proteinfamilie, es konnte jedoch gezeigt werden, dass
transgene Expression von Bax HR-ahnlichen PCD in Tabak hervorruft und dass die
Anwesenheit von anti-apoptotischen Faktoren, wie Bcl-2, induzierten Zelltod durch
nekrotrophe Pathogene verhindern kann (Lacomme und Santa Cruz, 1999; Dickman et
al., 2001). Gleichzeitig wurden Homologe von DAPs (death associated proteins), AlF
(apoptosis inducing factor) und BAG-Proteinen (Bcl-2 -associated athanogene) identifiziert
(Lorenzo et al., 1999; Lam et al., 2001; Candé et al., 2002; Doukhanina et al., 2006; Lord
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und Gunawardena, 2012). Trotz der vollstdndigen Sequenzierung diverser
Pflanzengenome konnten bislang keine Caspasen identifiziert werden. Jedoch wurden
zwei Gruppen Caspase-ahnlicher Proteasen (CLPs; caspase-like proteases) beschrieben,
fur die Caspase-ahnliche Funktionen gezeigt werden konnten: Cystein-Endopeptidasen,
welche Metacaspasen und ,vacuolar processing enzymes’ (VPEs) umfassen (Uren et al.,
2000; Hatsugai et al., 2004; Hara-Nishimura et al., 2005; Xu und Zhang, 2009; Bozhkov et
al., 2010), sowie Serin-Endopeptidasen, zu denen Saspasen und Phytaspasen zahlen
(Rojo et al., 2004; Coffeen und Wolpert, 2004; Chichkova et al., 2010; Vartapetian et al.,
2011). Dennoch kann man bei Pflanzen nicht von apoptotischem Zelltod sprechen, da
zusatzlich das Fehlen eines aktiven Phagozytose-Systems, sowie das Vorhandensein der
pflanzlichen Zellwand, eine klassische Apoptose verhindern (Williams und Dickman, 2008;
van Doorn et al., 2011).

Um eine klarere Abgrenzung der verschiedenen Arten von PCD in Pflanzen zu
ermoglichen wurde eine Klassifizierung anhand morphologischer Kriterien vorgeschlagen,
bei der zwei Arten von PCD definiert wurden: vakuolarer Zelltod (vacuolar cell death;
VCD) und nekrotischer Zelltod (necrotic cell death; NCD) (van Doorn et al., 2011). VCD
beschreibt hierbei den Abbau des Zellinhaltes Uber lytische Vakuolen’ mit folgender
Tonoplast-Ruptur und der massiven Freigabe von Hydrolasen, welche die verbleibenden
Zellbestandteile abbauen. NCD definiert sich hingegen durch anschwellen der
Mitochondrien, einer friihen Ruptur der Plasmamembran, sowie das Fehlen der lytischen
Vakuolen. Allerdings wird eingeraumt, dass HR-induzierter Zelltod nach Pathogenattacke
oftmals Charakteristika beider PCD-Klassen aufzeigt und somit als eigenstandige Zelltod-

Modalitat anzusehen ist (van Doorn et al., 2011).

1.3.3 BI-1, ein konservierter Zelltod-Suppressor

Trotz groRer Unterschiede zwischen tierischem und pflanzlichem Zelltod, konnten
Regulatorproteine identifiziert werden, die PCD sowohl in Metazoa, als auch in Pflanzen
kontrollieren kdnnen. Hierzu gehoért das ER-Transmembranprotein Bax Inhibitor-1 (BI-1).
Dieses wurde bei Untersuchungen identifiziert Bax-induzierten Zelltod in Hefe zu
supprimieren und konnte als Kandidatengen aus einer humanen cDNA-Bank isoliert
werden (Xu und Reed, 1998). Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die Uberexpression dieses
Gens Resistenz gegentber verschiedener apoptotischer Stimuli des intrinsischen Signal-
wegs vermittelt und gegenteilig das genetische Ausschalten der Expression zu Apoptose
in Krebszelllinien fuhrt (Xu und Reed, 1998). BI-1 fungiert somit als Regulatorprotein von
apoptotischem Zelltod (Xu und Reed, 1998; Hickelhoven et al., 2004; Watanabe und
Lam, 2009; Ishikawa et al., 2011).
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In Reis (Oryza sativa) und A. thaliana konnten ebenfalls Bl-1 codierende Gene identifiziert
werden, deren jeweilige Uberexpression zur Suppression von Bax-induziertem Zelltod in
Hefe- und Pflanzenzellen fuhrt (Kawai et al.,, 1999; Kawai-Yamada et al., 2001). Die
Zelltod-supprimierende Funktion von BI-1 ist demnach in Tieren und Pflanzen konserviert.
Zudem wurde in diversen Pflanzensystemen gezeigt, dass die transgene Uberexpression
von BI-1 zur Suppression oder Verminderung von PCD fuhrt. Dies gilt fir PCD sowohl
durch abiotische als auch durch biotische Stressfaktoren (Chae et al., 2003; Matsumura et
al., 2003; Watanabe und Lam, 2006; Babaeizad et al., 2009; Isbat et al., 2009). So spielt
Bl-1 auch eine wichtige Rolle bei Pathogenattacken und der damit verbundenen HR-
Antwort und ist beispielsweise an der HR-vermittelten Resistenz von A. thaliana
gegenuber P. syringae und Weizen (Triticum aestivum) gegenlber Puccinia striiformis f.
sp. tritici beteiligt (Kawai-Yamada et al., 2009; Wang et al., 2012).

Auch in Gerste (Hordeum vulgare) wurde ein Bl-1 Homolog (HvBI-1) identifiziert und es
konnte gezeigt werden, dass auch hier die Genexpression im Zusammenhang mit einer
Pathogenattacke induziert wird (HlUckelhoven et al., 2001). Durch seine Zelltod-
supprimierende Funktion dient HvBI-1 als Suszeptibilitdtsfaktor gegenuber Blumeria
graminis f. sp. hordei (Gerstenmehltau) und wird dadurch fir die vollstandige
Kompatibilitat bendtigt (Eichmann et al., 2010). Durch Uberexpression von HvBI-1 kommt
es dementsprechend zur Hypersuszeptibilitdt gegeniber Gerstenmehltau, sowie zur
erfolgreichen Penetration durch das ,non-host’ Pathogen Blumeria graminis f. sp. tritici
(Weizenmehltau) (Eichmann et al., 2004; Babaeizad et al., 2009). Gleichzeitig zeigt sich
eine partielle Resistenz gegenuber dem nekrotrophen Pilz Fusarium graminearum
(Babaeizad et a., 2009) und in Pflanzen, bei denen der negative Abwehr- und Zelltod-
regulator MLO fehlt, wird die dadurch hervorgerufene Penetrationsresistenz gegeniber
Gerstenmehltau aufgehoben (Hickelhoven et al., 2003). Somit ist BI-1 auch in Gerste ein

zentraler Regulator von programmiertem Zelltod.

1.4 Phytopathogene Brandpilze

Die etwa 1500 Arten umfassende Gruppe der Brandpilze (Ustilaginomycotina) gehort zu
den Basidiomyceten und besteht Giberwiegend aus Pflanzenpathogenen, die eine Vielzahl
verschiedener ein- und zweikeimblattriger Pflanzen befallen (Bauer et al., 2006; Begerow
et al., 2006). Charakteristisch fir phytopathogene Brandpilze ist die Infektion durch ein
dikaryotisches Filament, welches aus der Fusion zweier haploider Sporidien hervorgeht
(Bakkeren et al., 2008) und zur Ausbildung von dunklen, melanisierten Teliosporen im

infizierten Pflanzengewebe fiihrt, welche nach der Sporenreife freigesetzt werden.
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Dadurch kommt es zum typisch verbrannten Aussehen der Wirtspflanze, woraus sich der
wissenschaftliche Name dieser Gruppe ableitet (lat. ustilare; verbrennen).

Aufgrund des verursachten Ernteausfalls bei der jeweiligen Wirtspflanze sind vor allem
Ustilago maydis (Mais), Ustilago tritici (Weizen), Ustilago nuda (Gerste), Ustilago avenae
(Hafer) und Ustilago hordei (Gerste und Hafer), sowie Sporisorium reilianum (Mais und
Hirse) und Sporisorium scitamineum (Zuckerrohr) von ékonomischer Relevanz. Dement-
sprechend besteht ein groRRes Interesse am Verstandnis der Infektionsprozesse und
moglicher Praventionsstrategien, wie der Zuchtung resistenter Kultivare. (Mathre, 1997;
Martinez-Espinoza et al., 2002). Einige Arten konnten jedoch als molekulare Modell-
organismen etabliert werden und dienen der Untersuchung fundamentaler und biologisch

relevanter Fragestellungen.

1.4.1 Die Modellsysteme Ustilago maydis und Ustilago hordei

Ustilago maydis, der Erreger des Maisbeulenbrands, ist als fakultativ biotropher
Heterobasidiomycet zur Vollendung seines Lebenszyklus auf lebendes Pflanzengewebe
angewiesen. HierfUr etabliert er eine spezifische Interaktion mit der Wirtspflanze die bis
zur Sporulation aufrechterhalten wird. Das sehr enge und spezifische Wirtsspektrum
beschrankt sich neben der Kulturpflanze Mais (Zea mays) lediglich auf Teosinte (Zea
mays spp. mexicana und spp. parvigluminis), die putative Urform von Mais (Doebley,
1992). Der durch Infektion mit U. maydis hervorgerufene Maisbeulenbrand resultiert nach
leichten Chlorosen mit einhergehender Anthocyanbildung in grofen, generell als ,Tumore’
bezeichneten Pflanzengallen, die an allen oberirdischen Pflanzenteilen gebildet werden
kdénnen, in der Natur jedoch vornehmlich in den mannlichen und weiblichen Blitenstanden
auftreten (Abb. 5 A und B) (Kahmann et al., 2000; Brefort et al., 2009). Diese gelten in
Mexiko als traditionelle Delikatesse (Juarez-Montiel et al., 2011).

Der Hartbranderreger Ustilago hordei infiziert sowohl Gerste (Hordeum spp.), als auch

Hafer (Avena spp.) und ist somit in der Lage zwei verschiedene Gattungen der Familie
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Abb. 5: Symptome nach U. maydis- und U. hordei-Infektion. A-B, Durch Infektion mit
U. maydis verursachte Tumorbildung am weiblichen Blitenstand (A, im Freiland; R. Rdsser) und

an Spross und Blattern (B, unter Laborbedingungen); C-D, Durch Teliosporen ersetzte Bliten-
anlagen mit U. hordei infizierter Gerstenpflanzen (C, im Freiland; D, unter Laborbedingungen).
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der SuRgraser (Poaceae) zu parasitieren. Es handelt sich ebenfalls um einen fakultativ
biotrophen Heterobasidiomyceten, doch anders als bei U. maydis, verlauft eine Infektion
mit U. hordei systemisch und zunachst ohne sichtbare Symptome (Bakkeren und
Kronstad, 1993; Hu et al., 2002; Linning et al., 2004). Zwar breitet sich U. hordei im
meristematischen Gewebe aus, erkennbar wird die Infektion jedoch erst zur Bluhreife,
denn die Sporulation des Pilzes erfolgt parallel zur Differenzierung des Infloreszenz-
meristems, sodass die reproduktiven Blitenanlagen der Pflanze durch schwarze
Teliosporen ersetzt werden (Abb. 5 C und D) (Hu et al., 2002).

Ustilago maydis ist ein etablierter molekularbiologischer Modellorganismus fiir genetische,
zellbiologische und phytopathologische Fragestellungen (Kahmann et al., 2000; Martinez-
Espinoza et al., 2002; Steinberg und Perez-Martin, 2008; Brefort et al., 2009; Djamei und
Kahmann, 2012) und auch U. hordei eignet sich als Modellsystem, wurde jedoch bislang
weniger spezifisch untersucht. Bei beiden Pathogenen lassen sich die haploiden
Sporidien der saprophytischen Wachstumsform in axenischer Kultur und auf diversen
Festmedien kultivieren und die kompletten Lebenszyklen kénnen unter Laborbedingungen
in Abhangigkeit der Pflanze durchlaufen werden (Banuett, 1995; Hu et al., 2002).
AuRerdem verfiigen beide Pilze Uber ein effizientes homologes Rekombinationssystem,
welches mittels verschiedener dominanter Selektionsmarker die stabile Transformation
ermoglicht (Holliday, 2004; Kamper, 2004; Basse und Steinberg, 2004). Zusatzlich sind
die meisten der fur U. maydis etablierten Methoden direkt oder mit einigen Abwandlungen
auf U. hordei Ubertragbar. Die vollstdndig entschlisselten Genomsequenzen (Kamper et
al., 2006; Laurie et al., 2012) ermdglichen zudem, neben der Identifizierung interessanter
Kandidatengene fiir revers genetische Ansatze Uber computergestitzte in silico Analysen,
auch den Einsatz der Microarray-Technologie und bieten dadurch detaillierte Einblicke in
Transkriptom, Metabolom, Sekretom und Effektom (Kadmper et al., 2006; Doehlemann et
al., 2008a; Mueller et al., 2008; Mathow, 2011). Gleichzeitig besteht dadurch die
Médglichkeit in Verbindung mit der Genomsequenz von S. reilianum (Schirawski et al.,
2010) genauere Erkenntnisse Uber die Evolution dieser verwandten Arten zu gewinnen,
sowie Wirts-spezifische Faktoren zu identifizieren.

Fir das U. maydis/Mais-Pathosystem konnte zudem bereits gezeigt werden, dass eine
Infektion das Umprogrammieren der Maispflanze zugunsten des Pilzes verursacht. Dies
fihrt zu Anderungen des Priméar- und Sekundarmetabolismus, Modifikationen der Photo-
synthese, sowie einer veranderten Hormon-basierten Signaltransduktion. Zudem konnte
gezeigt werden, dass es zu einer PAMP-vermittelten Erkennung von U. maydis kommt,
deren Folgen vom Pilz unterbunden werden (Kamper et al., 2006; Doehlemann et al.,
2008a; Doehlemann et al., 2008b; Mueller et al., 2008; Horst et al., 2010a; Horst et al.,
2010b; Skibbe et al., 2010). Gleiches ist fir das U. hordei/Gerste-Pathosystem vorstellbar.
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Hier haben Microarray-basierte Transkriptomanalysen der friihen Infektionsphase (bis
6 dpi) gezeigt, dass etwa die Halfte aller annotierten Gene differentiell reguliert ist.
Insbesondere metabolische Prozesse, sowie die Sekretion von Proteinen zeigen dabei
eine Stadien-spezifische Regulation. So verwertet U. hordei beispielsweise bei
Appressorienbildung und Penetration vorhandene Energiereserven, wahrend in den
folgenden Stadien zunehmend die Expression von Zucker-, Stickstoff-, Phosphat- und
Schwefeltransportern induziert wird, um die Nahrstoffversorgung des Pilzes in der Pflanze
zu gewahrleisten (Mathow, 2011). Unter den 261 differenziell regulierten sekretierten
Proteinen finden sich vor allem in frlhen Stadien viele hydrolytische Enzyme, die am
Penetrationsmechanismus beteiligt sind und den Abbau Wirts-spezifischer Komponenten
vermitteln. Gleichzeitig finden sich hier aber auch 196 mehr als 2-fach induzierte Gene,

deren sekretiertem Genprodukt keine potentielle Funktion zugewiesen werden konnte.

1.4.2 Die Lebenszyklen von U. maydis und U. hordei

Die Lebenszyklen von U. maydis und U. hordei sind sich sehr ahnlich. Beide Brandpilze
haben einen diphasischen Lebenszyklus, der in eine saprophytische Wachstumsphase
und eine biotrophe Wachstumsphase unterteilt ist. Gleichzeitig ist der Lebenszyklus an
die sexuelle Reproduktion gekoppelt, wodurch drei verschiedene Kernphasen durchlaufen
werden: eine haploide, eine dikaryotische und eine diploide Phase.

Die haploide, saprophytische Phase beginnt mit dem Auskeimen der diploiden
Teliosporen, aus denen, nach durchlaufener Meiose, vier haploide Kerne hervorgehen,
welche in eine Probasidie einwandern, von der die Sporidien sukzessiv abgeschnurt
werden (Abb. 6 A1, B1). Diese erndhren sich anschlieRend saprophytisch und vermehren
sich durch polare Knospung (Abb. 6 A2, B2). Auf der Wirtspflanze sind diese Sporidien in
Reinkultur apathogen, denn die infektiose Form stellt jeweils das dikaryotische Filament
dar (Abb. 6 A4, B4). Dieses entsteht wiederum durch die Fusion zweier kompatibler
Sporidien unterschiedlichen Paarungstyps, ein Prozess der durch die beiden Paarungs-
typ-Loci a und b kontrolliert wird.

Im tetrapolaren Kreuzungssystem von U. maydis codiert der biallelische a-Locus, der in
den beiden Allelen a1 und a2 vorliegt, fir ein Pheromon-Rezeptor-System das fir die
gegenseitige Erkennung der Zellen und deren Fusion verantwortlich ist. Die Pheromon-
Erkennung fUhrt zur Aktivierung zweier Signaltransduktionskaskaden (Feldbrigge et al.,
2004), wodurch die fur die Zellfusion entscheidenden Gene aktiviert werden (Kaffarnik et
al., 2003) und die Transkription der b-Locus Gene initiiert wird. Dies flhrt zur Ausbildung
von Konjugationshyphen die entlang des Pheromongradienten aufeinander zu wachsen

und an der Spitze fusionieren, wodurch das dikaryotische Filament entsteht (Snetselaar
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Abb. 6: Die Lebenszyklen von U. maydis und U. hordei. A, Schematische Darstellung des
Lebenszyklus von U. maydis. Details, sieche Text; B, Schematische Darstellung des Lebenszyklus
von U. hordei. Details, siehe Text; in beiden Fallen sind die unterschiedlichen Paarungstyploci der
haploiden Sporidien durch weile, bzw. durch schwarze Zellkerne dargestellt.

und Mims, 1992). Der in U. maydis multiallelisch vorliegende b-Locus (Rowell und DeVay,
1954) ist fur die Aufrechterhaltung des dikaryotischen Filaments, sowie die folgende
pathogene Entwicklung verantwortlich und codiert fir die beiden Homeodomanenproteine
bEast (bE) und bWest (bW). Fusionieren zwei Sporidien mit unterschiedlichen b-Allelen
bildet sich ein bE/bW-Heterodimer, welches fir die folgende pathogene Entwicklung
essentiell ist (KAdmper et al., 1995; Brachmann et al., 2001; Banuett, 2007). ,Mating’ in

U. hordei unterliegt den gleichen molekularen Prozessen, basiert allerdings auf einem
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bipolaren Kreuzungssystem. Hierbei gibt es nur einen Kreuzungslocus (MAT) in dem die
beiden Paarungstyp-Loci a und b physisch und genetisch gekoppelt sind, sodass nur zwei
Allelspezifitaten existieren, MAT-1 mit a7 und b1, sowie MAT-2 mit a2 und b2 (Bakkeren
und Kronstad, 1993; Bakkeren und Kronstad, 1994). Dadurch sichert jedes Konjugations-
ereignis die Bildung eines dikaryotischen Filaments (Bakkeren und Kronstad, 2007).
Durch spezifische Stimuli auf der Pflanzenoberflache wird die Ausbildung eines
Appressoriums initiiert (Abb. 6 A5, B5), einer terminalen Verdickung der Hyphenspitze
durch die eine direkte Penetration des Gewebes erfolgt (Snetselaar und Mims, 1992; Hu
et al., 2002). Mit der Penetration wird die biotrophe Interaktion mit der Wirtspflanze
etabliert und es kommt zu intrazellularem Wachstum im Wirtsgewebe, wobei sich die
Plasmamembran der Wirtszellen einstiilpt und die Hyphe vollstandig ummantelt (Abb. 6
A6, B6). In spateren Stadien erfolgt anschlieBend primar interzelluldres Wachstum
(Snetselaar und Mims, 1992; Hu et al., 2002).

Bei Maispflanzen lassen sich bereits nach zwei bis drei Tagen die ersten Anzeichen einer
U. maydis Infektion anhand auftretender Chlorosen und Anthocyanbildung erkennen
(Banuett und Herskowitz, 1996), bevor nach etwa funf Tagen die Tumorbildung einsetzt
(Abb. 6 A8), die vermutlich durch Ustilago-induzierte Wachstums- und Teilungsstimulation
der Pflanzenzellen erfolgt (Snetselaar und Mims, 1994; Doehlemann et al., 2008a).
Innerhalb des Tumorgewebes werden sporogene Hyphen gebildet, in denen die
Karyogamie stattfindet und woraus im Laufe der Sporenreifung nach Fragmentierung der
Hyphen diploide Einzelzellen entstehen. Diese reifen zu ornamentierten, dunkel gefarbten
Teliosporen heran (Abb 6 A9), welche durch Aufplatzen des Tumorgewebes freigegeben
werden (Banuett und Herskowitz, 1996). Im Gegensatz hierzu findet die Infektion mit
U. hordei zunachst ohne auliere Anzeichen statt. Wahrend der friihen Infektionsphase
wachst der Pilz in den ersten sechs bis sieben Tagen ohne das Wirtsgewebe zu besiedeln
entlang der Leitblindel (Abb. 6 B7) (Kiesling, 1952) zum Wachstumsmeristem, wo er in
eine Art Ruhestadium Ubergeht und keine Zunahme der Pilzbiomasse erfolgt (Hu et al.,
2002). Das Signal zur massiven Proliferation des Pilzes gibt modglicherweise die
Differenzierung des Wachstumsmeristems zum Infloreszenzmeristem (Abb. 6 B8), welche
nach etwa sieben bis acht Wochen stattfindet (Hu et al., 2002). Dadurch werden die
Samenanlagen der Pflanze zunachst durch proliferierendes Pilzmyzel, spater durch
sporogene Hyphen und schlieRlich durch die differenzierten Teliosporen ersetzt (Hu et al.,
2002). Die hervortretende Ahre tragt somit anstelle von Reproduktionsorganen gefiillte
Brandsporenlager, die von einer schutzenden Membran umgeben sind, welche nach
Aufplatzen die Sporen entlasst.

Die Brandsporen kénnen folglich unter geeigneten Bedingungen auskeimen und der

Lebenszyklus ist abgeschlossen.
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1.5 Sekretierte Effektoren und deren Rolle fiir Biotrophie und
Pathogenitat

Um mit der pflanzlichen Immunantwort zu interferieren ist die Sekretion von Effektor-
proteinen essentiell fiir alle biotrophen Pathogene. Diese werden anhand ihrer Zielloka-
lisation im Wirt in apoplastische und cytoplasmatische Effektoren unterteilt. Apoplastische
Effektoren verbleiben nach ihrer Sekretion im interzellularen Raum und interagieren dort
mit ihren jeweiligen Zielproteinen, wie beispielsweise Proteasen, oder Zelloberflachen-
Rezeptoren der Pflanze. Cytoplasmatische Effektoren hingegen werden ins pflanzliche
Cytoplasma transloziert, wo sie mit cytoplasmatischen Rezeptormolekiilen interagieren
oder ins jeweilige Zielkompartiment vermittelt werden (Abb. 7) (Kamoun, 2006).

Bakterielle Effektoren, wie von beispielsweise Pseudomonaden oder Xanthomonaden,
werden Uber ein Typ-llI-Sekretionssystem in die Pflanzenzelle injiziert. Hierbei werden
diese uUber einen Nadelkomplex direkt ins Wirtscytoplasma Ubertragen, wo sie mit den
Signaltransduktionskaskaden der pflanzlichen Immunabwehr interferieren oder enzyma-
tische Funktionen aufweisen (He et al., 2004; Ghosh, 2004; Mudgett, 2005; Buttner und
Bonas, 2006). Ein Beispiel hierfur ist der P. syringae pv. tomato Effektor AvrPto. Dieser
bindet an die intrazellulare Kinasedomane der PRRs FLS2 und EFR, welche fir die
Erkennung von Flagellin (FLS2) und des bakteriellen Elongationsfaktors EF-Tu (EFR)
verantwortlich sind. Nach MAMP-Perzeption wird die Signalweiterleitung der Kinase-
domane durch die Bindung von AvrPto gestort, wodurch eine PTI ausbleibt. In resistenten
Pflanzen wird AvrPto durch das korrespondierende R-Protein, die Serin/Threonin-Kinase
Pto erkannt, es kommt zur Aktivierung des Prf-vermittelten Signalwegs und zur
erfolgreichen Induktion der Pflanzenabwehr (Hauck et al., 2003; Xiang et al., 2008; Zong
et al., 2008; Xiang et al., 2011). In Xanthomonas spp. konnten zudem die sogenannten
TAL (transcription activator-like) Effektoren identifiziert werden. Diese bilden eine neue
Klasse von DNA-bindenden Proteinen, welche die Expression von Pflanzengenen durch
Sequenz-spezifische Bindung an Promotorelemente individuell induzieren kdnnen (Kay et
al., 2007; Romer et al., 2007; Boch et al., 2009; Moscou und Bogdanove, 2009; Boch und
Bonas, 2010; Scholze und Boch, 2011).

Phytopathogene Nematoden, wie zum Beispiel Heterodera spp., Globodera spp. oder
Meloidogyne spp. sekretieren Effektoren mit dhnlicher Strategie wie Bakterien. Uber ein
sogenanntes Stilett, einer Art hohlem, ausstreckbarem Stachel, werden die Effektoren
direkt in Apoplast oder Cytoplasma injiziert um Abwehr, Genregulation und Metabolismus
der Wirtspflanze zu manipulieren (Vanholme et al., 2004; Vieira et al., 2011).

Filamentdse Pilze und Oomyceten sekretieren Effektoren hauptsachlich mittels Exocytose
wodurch fast alle bekannten Effektoren ein N-terminales Sekretionssignal aufweisen

(O’Connell und Panstruga, 2006; Panstruga und Dodds, 2009). Somit gelangen alle
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Abb. 7: Schematische Darstellung moglicher Lokalisierungen sekretierter Proteine wihrend
der biotrophen Interaktion am Beispiel von Ustilago spp. Apoplastische Effektoren (rot) und
cytoplasmatische Effektoren (blau) werden von der Pilzhyphe sekretiert. Entsprechend ihrer Ziel-
und Wirkungsloci interagieren apoplastische Effektoren anschlieRend in der Interaktionszone mit
anderen apoplastischen Proteinen oder spezifischen Rezeptoren in der Cytoplasmamembran,
wahrend cytoplasmatische in die Pflanzenzelle transloziert werden, wo sie im Cytoplasma oder in
Zellorganellen aktiv sein kdnnen. In Zusammenarbeit mit K. Schipper (Schipper, 2009).

Effektoren primar in die biotrophe Interaktionszone, wo sie dann entweder als
apoplastische Effektoren agieren, oder in das pflanzliche Cytoplasma transloziert werden
(Abb. 7). Wahrend der Aufnahmeprozess cytoplasmatischer Effektoren fur filamentdse
Pilze bislang noch nicht aufgeklart werden konnte, wird fur Oomyceten ein Aufnahme-
mechanismus mittels eines [RXLR—(D)EER]-Motivs in Betracht gezogen. Dieses
Aminosauresequenzmotiv wird als Translokationsdomane beschrieben und nutzt
moglicherweise die pflanzliche Endocytose fur den Import der Effektoren, was jedoch sehr
kontrovers diskutiert wird (Whisson et al., 2007; Morgan und Kamoun, 2007; Birch et al.,
2008; Dou et al., 2008; Kale et al., 2010; Oliva et al., 2010; Yaeno et al., 2011; Ellis und
Dodds, 2011; Bozkurt et al., 2012; Wawra et al., 2012). Dennoch konnte die
cytoplasmatische Lokalisation und Funktion fir einige Oomyceten-Effektoren bereits
beschrieben werden. Ein Beispiel hierflur ist der Phytophthora infestans Effektor AVRbIb2.
Dieser cytoplasmatische Effektor inhibiert die Sekretion von C14, einer pflanzlichen
Cysteinprotease, die als Abwehrreaktion auf Pathogenbefall im Apoplasten angereichert
wird. Durch die signifikante Reduktion der Protease-Akkumulation und folglich auch der
Protease-Aktivitat im Apoplasten tragt AVRbIb2 zur erhéhten Virulenz von P. infestans in
suszeptiblen Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum) bei (Bozkurt et al., 2011).

Auch fur filamentdse Pilze konnte die Funktion einiger Effektoren bereits aufgeklart
werden. Um die pflanzliche Immunabwehr zu umgehen sekretiert Cladosporium fulvum,

der Erreger der Braunfleckenkrankheit bei Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicon),

20



Einleitung

beispielsweise die beiden Effektoren Avr4 und Ecp6. Beide Proteine haben eine
maskierende Funktion und binden an Chitin, jedoch mit unterschiedlichen Strategien.
Durch eine Chitin-Bindedomane bindet Avr4 direkt nach der Sekretion an die Pilz-Zell-
wand um diese vor Abbau durch pflanzliche Chitinasen zu schitzen (van den Burg et al.,
2004). Um zu verhindern, dass dennoch Chitin-Oligomere erkannt werden, bindet Ecp6
Uber eine LysM-Domane mit hoher Affinitat an kurze Chitin-Oligomere im Apoplasten,
wodurch keine PAMP-Perzeption stattfindet und die Induktion von Abwehrreaktionen
ausbleibt (de Jonge und Thomma, 2009; de Jonge et al., 2010). Ein vergleichbarer
Mechanismus wurde auch im M. oryzae/Reis-Pathosystem gezeigt (Mentlak et al., 2012).
Gleichzeitig konnte bereits fur mehrere Pathosysteme gezeigt werden, dass die Inhibition
apoplastischer Proteasen entscheident fir die Virulenz des jeweiligen Pathogens ist, da
diese eine Schlisselrolle in der Erkennung von Pathogenen spielen (van der Hoorn,
2008). Demnach ist die Uberwindung der apoplastischen Immunitat fiir filamentdse
Pathogene von besonderer Bedeutung. Da diese in allen Wirtspflanzen aus &hnlichen
Komponenten der basalen Immunabwehr besteht, wurde aktuell der Begriff des ,core
effectome’ vorgeschlagen. Dieses Set aus Effektoren kann beispielsweise durch Chitin-
Maskierung, Protease-Inhibition, oder ,oxidative burst-Suppression basale Immun-
reaktionen unterdriicken und ist demnach in vielen Pathogenen funktionell konserviert
(Doehlemann und Hemetsberger, 2013).

Gleichzeitig gibt es auch Effektoren die gezielt programmierten Zelltod unterdriicken
kénnen, wie zum Beispiel der P. syringae pv. tomato Effektor AvrPtoB. Genau wie AvrPto
kann in resistenten Tomatenpflanzen auch AvrPtoB durch das R-Protein Pto erkannt
werden. Diese Erkennung fiihrt zu einer Interaktion von Pto mit dem LRR-Protein Prf,
wodurch es zur Aktivierung der Abwehrmaschinerie und zur Induktion von lokalem PCD
kommt. Fen, eine weitere Kinase, kann ebenfalls mit AvrPtoB interagieren und daher nach
Interaktion mit Prf, die Induktion von PCD vermitteln. Die C-terminale Doméane von
AvrPtoB, eine E3-Ubiquitinligase, sorgt jedoch fiir die spezifische Ubiquitinierung von Fen,
wodurch deren proteosomaler Abbau initiiert wird und die Induktion von PCD ausbleibt.
Deletiert man die C-terminale Domane, wird die trunkierte Version von AvrPtoB erkannt
und es kommt zur ETI (Abramovitch et al., 2003; Abramovitch et al., 2006; Janjusevic et
al., 2006; Rosebrook et al., 2007). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass AvrPtoB Bax-
induzierten Zelltod, durch R-Proteine vermittelten Zelltod und Zelltod in S. cerevisiae
supprimieren kann (Abramovitch et al., 2003; Jamir et al., 2004; de Torres et al., 2006).
Fir U. maydis wurden insgesamt 554 potentiell sekretierte Proteine identifiziert (Mueller et
al., 2008), wovon 168 Proteinen eine enzymatische Funktion zugeordnet werden konnte.
Fir die verbleibenden 386 Proteine konnte hingegen keine eindeutige Vorhersage

getroffen werden (Kémper et al., 2006; Mueller et al., 2008). Interessanterweise sind viele
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der fUr sekretierte Proteine codierenden Gene in sogenannten Genclustern organisiert,
welche aus mindestens drei Genen bestehen. Von den 12 identifizierten Clustern konnte
nach Einzeldeletion in flinf Fallen eine starke Veranderung der Virulenz verzeichnet
werden, die von Hypervirulenz bis hin zum kompletten Pathogenitatsverlust reichte
(Kamper et al., 2006). Zudem konnten anhand von Transkriptomdaten infizierter
Maispflanzen Effektoren identifiziert werden, die in Abhangigkeit des infizierten
Pflanzenorgans exprimiert werden und somit Organ-spezifische Funktionen haben
(Skibbe et al., 2010). Allerdings konnte bislang nur fir wenige Effektoren eine genaue
Funktion beschrieben werden. Hierzu gehdrt die sekretierte Chorismatmutase Cmu1.
Diese wird nach der Sekretion in den Apoplasten in die Pflanzenzelle transloziert, greift
dort in den Shikimisdureweg ein und katalysiert die Umwandlung von Chorismat zu
Prephenat. Dadurch steht weniger Chorismat zur Synthese von SA zur Verfigung, was
zur Limitierung SA-abhangiger Abwehrreaktionen fuhrt (Djamei et al., 2011). Gleichzeitig
wird Cmu1 Uber Plasmodesmata in die umliegenden Zellen transferiert, wodurch es zu
einem ,metabolic priming’ Effekt kommt (Djamei et al., 2011). Des weiteren wurde anhand
von Transkriptomdaten das 4 Gene umfassende pit-Cluster (proteins important for
tumours) identifiziert und es konnte gezeigt werden, dass Pit2 zusammen mit dem
Transmembranprotein Pit1 eine wichtige Rolle bei der Tumorbildung spielt (Doehlemann
et al.,, 2011). Wahrend die genaue Funktion von Pit1 bislang noch unklar ist, konnte Pit2
als Protease-Inhibitor identifiziert werden (Mueller et al., 2013). Der Effektor inhibiert nach
seiner Sekretion eine Reihe von apoplastischen Cysteinproteasen die Teil der SA-
abhangigen Immunabwehr sind. Hierbei geht die Inhibition auf ein spezifisches
Sequenzmotif zurlck, welches in Pit2-Orthologen verwandter Brandpilze konserviert ist.
Aufgrund seiner Funktion konnte Pit2 somit als essentieller Virulenzfaktor von U. maydis
identifiziert werden (Mueller et al., 2013).

Ahnlich wie fur U. maydis wurden fiir U. hordei anhand der Genomsequenz 515 potentiell
sekretierte Proteine identifiziert, von denen 182 eine mdgliche enzymatische Funktion
haben, wahrend fur 333 keine Funktion postuliert werden konnte (Laurie et al., 2012).
Vergleicht man diese 333 Gene mit den Genomen von U. maydis und S. reilianum, sind
lediglich 47 Gene (14%) U. hordei-spezifisch. Hierunter konnten jedoch bereits sechs
Avirulenzfaktoren (UhAvr1 - UhAvr6) identifiziert werden, die nach dem Prinzip der Gen-
fur-Gen-Hypothese mit den zugehorigen Resistenzproteinen aus Gerste (Ruh1 - Ruh6)
interagieren und so eine Resistenz gegenuber dem jeweiligen U. hordei-Stamm vermitteln
(Sidhu und Person, 1971; Sidhu und Person, 1972; Ebba und Person, 1975; Hu et al.,,
2003; Linning et al., 2004; Grewal et al., 2008).
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1.5.1 Pep1, ein konservierter Virulenzfaktor

Ein sowohl flr U. maydis, als auch flr U. hordei beschriebener Effektor, ist der essentielle
Virulenzfaktor Pep1 (protein essential during penetration 1). Da Pep1 essentiell fur die
Penetration der Pflanzenoberflaiche sowie Zell-Zell-Ubergéngen ist, beschrankt sich das
Expressionsprofil auf die pathogene Entwicklungsphase und wird der Appressorien-
bildung folgend induziert. Deletion von pep1 fihrt zu einem apathogenen Phanotyp, da
der Pilz nicht mehr in der Lage ist die initiale Penetration zu vollziehen. Gleichzeitig
kommt es zur Erkennung durch die Pflanze, was in einer Induktion von Abwehrgenen
resultiert. An der potentiellen Penetrationsstelle kommt es zur Akkumulation von ROS und
zur Papillenbildung, sowie zu einer lokalen Zelltodantwort (Doehlemann et al., 2009). Fir
das U. maydis/Mais-Pathosystem konnte gezeigt werden, dass das im Apoplasten
lokalisierende Protein direkt mit der sekretierten Mais-Peroxidase-12 (POX12) interagiert,
welche nach Infektion mit dem Apep7-Stamm transkriptionell induziert wird (Hemetsberger
et al., 2012). Gleichzeitig zeigen in vitro Experimente, dass heterolog exprimiertes Pep1
sowohl den durch Elizitoren hervorgerufenen ,oxidative burst’ in Mais, als auch die
Aktivitat einer Meerrettich-Peroxidase inhibiert. Gen-silencing von pox12 fihrt zudem zu
verminderten Abwehrreaktionen der Pflanze, der erfolgreichen Penetration von
Epidermiszellen durch die pep7-Deletionsmutante und zur partiellen Wiederherstellung
des Wildtyp-Phanotyps (Hemetsberger et al., 2012). Obwohl die genaue molekulare
Funktion von Pep1 nur in der U. maydis/Mais-Interaktion beschrieben wurde, scheint das
U. hordei-Ortholog dieselbe Aufgabe bei der Etablierung der biotrophen Interaktion zu
haben, da es den Apep7-Phéanotyp in U. maydis komplementieren kann (Doehlemann et
al., 2009), was umgekehrt ebenfalls der Fall ist (D. Schwammbach, pers. Mitteilung;
Hemetsberger, 2012). Die fir Pep1 kodierenden Gene in U. maydis und U. hordei zeigen
eine Identitat von 61% und die korrespondierenden Proteine scheinen sowohl strukturell,
als auch funktionell konserviert (Doehlemann et al., 2009; Hemetsberger et al., 2012).

Pep1 konnte somit als konservierter Peroxidase-Inhibitor beschrieben werden, der durch
direkte Interaktion mit einer Wirts-Peroxidase deren Abwehr-induzierte Aktivitat
unterbindet. Die dadurch vermittelte Suppression basaler Abwehrreaktionen im
Zusammenhang mit der Bildung von ROS ermdglicht die Etablierung einer biotrophen
Interaktion mit der Wirtspflanze (Doehlemann et al., 2009; Hemetsberger et al., 2012),

wodurch Pep1 als ,core effector’ definiert wird (Doehlemann und Hemetsberger, 2013).

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

U. hordei etabliert eine kompatible Interaktion mit seiner Wirtspflanze Gerste, in der keine

bedeutenden pflanzlichen Abwehrreaktionen beobachtet werden kénnen. Dementsprech-
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end ist das Pathogen in der Lage das pflanzliche Immunsystem, insbesondere program-
mierten Zelltod, erfolgreich zu umgehen bzw. zu unterdriicken. Da neben Pep1 jedoch
noch keine Effektoren fir U. hordei beschrieben werden konnten, sollten im ersten Teil
dieser Arbeit Proteine mit Virulenz-relevanter Funktion identifiziert werden. Basierend auf
U. hordei-Transkriptomdaten (Mathow, 2011; D. Mathow und G. Doehlemann, pers.
Mitteilung) wurden hierflir potentielle Kandidatengene ausgewahlt, deren Deletions-
mutanten auf Defekte wahrend der Infektion von Gerstenpflanzen untersucht werden
sollten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die molekularen und zellularen Vorgange wahrend
einer Gersteninfektion genauer beschrieben werden. Hierfur sollten neben der
kompatiblen Interaktion mit U. hordei, sowohl die inkompatible Nicht-Wirt-Interaktion mit
U. maydis, als auch die inkompatible Interaktion mit der jeweiligen pep 7-Deletionsmutante
von U. hordei und U. maydis genauer charakterisiert werden. Da die inkompatiblen
Interaktionen jeweils in programmiertem Zelltod resultieren, sollte hier insbesondere

dessen Auspragung beschrieben und der involvierte Mechanismus untersucht werden.
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2 Ergebnisse

Die Voraussetzung zur erfolgreichen Etablierung einer biotrophen Interaktion ist die
Unterdriickung pflanzlicher Abwehrreaktionen und die Gewahrleistung der Nahrstoff-
versorgung durch das besiedelte Gewebe. Insbesondere die Unterdriickung von program-
miertem Zelltod ist hierbei essentiell, da nur vitale Wirtszellen das Uberleben des
Pathogens sicherstellen.

Ustilago hordei zeigt eine solche Anpassung. Die Infektion seiner Wirtspflanze Gerste
verlauft nahezu ohne sichtbare Symptome, da samtliche Immunantworten erfolgreich
unterdrickt werden koénnen. Somit zeigt sich U. hordei als vollstdndig adaptiertes
biotrophes Pathogen. Die spezifischen molekularen Grundlagen hierfir sind jedoch noch

weitgehend unbekannt.

2.1 Charakterisierung der frihen Infektionsphase von U. hordei

In Anlehnung an das etablierte U. maydis/Mais-Pathosystem bei dem sieben Tage alte
Maissetzlinge im 3-Blatt-Stadium infiziert werden, wurde eine analoge Strategie zur
Infektion von Gerstenpflanzen mit U. hordei angewandt. Bei dieser Methode wird die
Sporidiensuspension mit Hilfe einer Nadel in das Innere des Blattwirtels zehn Tage alter
Gerstenpflanzen gespritzt. Demnach wird nicht, wie bei einer Freilandinfektion, die
Koleoptile bei der Pilzinfektion adressiert, sondern das junge dritte Blatt der Pflanze.
Aufgrund dessen wurde der Infektionsprozess fur diese Infektionsart neu analysiert.

Zur detaillierten Charakterisierung der frhen Infektionsphase wurden zehn Tage alte
Gerstenpflanzen des Kultivars ,Golden Promise’ mit einer U. hordei-Sporidiensuspension
infiziert. Diese bestand zu gleichen Teilen aus Sporidien beider Kreuzungspartner (MAT-
1: 4857-4, MAT-2: 4857-5) und wurde auf eine definierte Sporidiendichte (ODggo = 3, was
etwa 1 - 2 x 10° Zellen entspricht) eingestellt. Zusatzlich wurde der Suspension 0,1% des
Tensids Tween20 zugesetzt, um die Hydrophobizitat der Blattoberflache gegeniber der
Suspension zu verringern und dadurch die Anlagerung der Sporidien an die
Blattoberflache zu verbessern. Diese Infektionsparameter dienten als Standardmethode
fur alle folgenden Pflanzeninfektionen.

Zunachst wurden die Auswirkungen einer U. hordei-Infektion auf makroskopischer Ebene
untersucht. Sechs Tage nach der Infektion zeigen infizierte Blatter makroskopisch kaum
auffallige Symptome. Lediglich vereinzelte chlorotische Lasionen sind im Vergleich zu
Kontroll- (mock-)infizierten Pflanzen erkennbar (Abb. 8A). Dies ist auf Bereiche mit einer
sehr hohen Sporidiendichte zurlckzuflihren, denn mikroskopische Aufnahmen haben

gezeigt, dass die Sporidien nicht gleichmafig auf der Blattoberflache verteilt sind, sondern
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oftmals in Aggregaten vorliegen aus denen keine infektidsen Strukturen hervorgehen
(nicht gezeigt). Diese werden moglicherweise von der Pflanze erkannt und fuhren zu
lokalen Abwehrreaktionen die in Chlorosen resultieren.

In einer vorangegangenen Studie konnte die Penetration bereits fir ein Zeitfenster von 18
bis mindestens 22 Stunden nach der Infektion beschrieben werden, da die einzelnen
Infektionsereignisse nicht synchronisiert ablaufen (Hof, 2009). Demzufolge wurde die
Quantifizierung der Appressorienbildung ca. 20 hpi durchgefiihrt. Hierfir wurden die
infizierten Blattareale mit Calcofluor gefarbt, um Pilzstrukturen auf der Blattoberflache
sichtbar zu machen, da Calcofluor spezifisch an Chitin-haltige Strukturen bindet. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass ca. 35% aller dikaryotischen Filamente zu diesem Zeitpunkt
ein Appressorium ausgebildet hatten (Abb. 8 B). Um die Effizienz der folgenden Penetra-
tionsereignisse bestimmen zu kdénnen, wurden infizierte Blatter 30 hpi neben Calcofluor
auch mit Fluorescein-Diacetat (FDA) und FM4-64 angefarbt. Wahrend FM4-64 spezifisch
pflanzliche Membranen anfarbt, wird das membrangangige FDA im Cytoplasma durch
Esterase-Aktivitat gespalten und fluoresziert griin, wodurch das invaginierte Cytoplasma
sichtbar gemacht werden kann. Die gleichzeitige Farbung von FM4-64 und FDA erfolgte
durch Vakuuminfiltration der infizierten Blattbereiche, welche nach anschlielender

Calcofluor-Farbung mittels konfokaler Mikroskopie untersucht wurden. Dadurch konnte
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Abb. 8: Die friihe Infektionsphase von U. hordei. Grundlegende Merkmale einer kompatiblen
Interakion im U. hordei/Gerste-Pathosystem. A, Makroskopische Symptome von Gerstenblattern
nach mock- (links) und U. hordei-Infektion (Uh WT; rechts), 6 dpi. Im direkten Vergleich wird
deutlich, dass die Pilzinfektion in leichten Chlorosen resultiert, jedoch keine bedeutenden Symp-
tome hervorbringt; B, Quantifizierung der Appressorienbildung auf der Blattoberflaiche. 20 hpi bil-
den 34,6% der dikaryotischen Filamente auf der Blattoberflache ein Appressorium aus (n=697); C,
Quantifizierung der Penetrationseffizienz. 30 hpi ging aus 73,8% der ausgebildeten Appressorien
eine erfolgreiche Oberflachenpenetration hervor (n=149); D, Quantifizierung der Zellviabilitat.
48 hpi sind 96,5% der penetrierten Zellen vital und zeigen keinerlei morphologische Verander-
ungen im Vergleich zu nicht infizierten Zellen (n=169). Die angegebenen Fehlerindikatoren zeigen
die Standardabweichung aus mindestens drei biologischen Replikaten (B-D); E, Konfokal-
mikroskopische Aufnahme einer mehrfach penetrierten Epidermiszelle 30 hpi, bei der die Cyto-
plasmamembran durch die invasive Hyphe invaginiert wurde und diese folglich umschlief3t
(FDA/FM4-64/Calcofluor-Farbung). Pilzhyphen auf der Oberflache sind in weifl3, das Pflanzencyto-
plasma in griin dargestellt; Pfeilspitzen zeigen die Penetrationsstellen, der Stern markiert cytoplas-
matische Faden. Malstab: 20 um
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gezeigt werden, dass ca. 74% aller ausgebildeten Appressorien in einer erfolgreichen
Oberflachenpenetration resultieren (Abb. 8 C und E). Dieselben Farbemethoden wurden
ebenfalls angewand um die Zellviabilitat der penetrierten Epidermiszellen zu untersuchen,
denn FDA ermdglicht auch zwischen toten und vitalen Zellen zu differenzieren, da es
ausschlief3lich in lebenden Zellen prozessiert werden kann. Dementsprechend wurden
infizierte Blatter 48 hpi gefarbt und ausgewertet, wobei fast 97% aller penetrierten Zellen
als vital identifiziert werden konnten (Abb. 8 D und E). Zusammengenommen zeigen
diese Daten die vollstandige Anpassung von U. hordei an seine Wirtspflanze Gerste zur
Etablierung einer kompatiblen biotrophen Interaktion.

Fir eine weitergehende Untersuchung des Infektionsverlaufs wurden infizierte Blatter im
Zeitraum von zwei bis sechs Tagen nach der Infektion geerntet und zur Visualisierung der
Pilzhyphen im Blatt einer WGA-Alexafluor-488/Propidiumiodid-Farbung (WGA-AF488/PI)
unterzogen. Das Lektin WGA (wheat germ agglutinin) bindet an das Chitin der
Pilzzellwand und ist an den grin-fluoreszierenden Farbstoff Alexafluor-488 gekoppelt,
wahrend Propidiumiodid die Pflanzenzellwand anféarbt. Dadurch sind Pilzhyphen in grin
und Pflanzenzellen in rot dargestellt. Die angeféarbten Blatter wurden anschlieBend mittels
konfokaler Mikroskopie untersucht (Abb.9). Hierbei konnte gezeigt werden, dass

U. hordei bereits zwei Tage nach der Infektion in das Mesophyllgewebe vorgedrungen ist

Abb. 9: Blattbesiedelung im U. hordeilGerste-Pathosystem wahrend der friihen Infektions-
phase. Konfokal-mikroskopische Aufnahmen zeigen das Wachstumsverhalten von U. hordei in
planta im Verlauf der ersten 6 Tage nach Blattinfektion. Die Pilzhyphen breiten sich im Gewebe
aus, bis sie auf die Leitblindel des Blattes treffen. Folglich kommt es zu Streckenwachstum
entlang des vaskularen Systems. Eine vermehrte Proliferation des Pilzes im Blatt bleibt aus.
Details, siehe Text. A, Ubersichtsaufnahmen, MaRstab: 100 um; B, Detailaufnahmen, MaRstab: 50
pum; WGA-AF488/PI-Farbung; Pflanzenzellen sind in rot, Pilzhyphen in griin dargestellt.
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Abb. 10: Morphologische Oberflachen-
vergroBerung der Pilzhyphen. Konfokal-
mikroskopische Aufnahme einer besiedel-
ten Bundelscheidenzelle, 5 dpi. Einige Pilz-
hyphen zeigen eine signifikant vergrofierte
Oberflache, insbesondere im Bereich der
Hyphenspitzen. A, Aufnahme der oberen
Zellebene; B, Aufnahme der unteren Zell-
ebene; C, Uberlagerte Aufnahmen der ge-
samten Zelle. WGA-AF488/Pl-Farbung;
Pflanzenzellen sind in rot, Pilzhyphen in
griin dargestellt; Mastab: 10 ym.

und sich dort ausbreitet. Nach drei Tagen haben die ersten Hyphen bereits die Leitbundel
des Blattes erreicht und beginnen ein gerichtetes Streckenwachstum entlang des
vaskularen Systems (Abb. 9 B, 3 dpi, Pfeilspitze). Neben einer ausgepragten Besiedelung
der Leitbindel kann man nach 4 Tagen erste Anzeichen einer OberflachenvergréRerung
der Pilzhyphen erkennen (Abb. 9 B, 4 dpi, Pfeilspitze; Abb. 10). Nach finf Tagen
beschrankt sich das Hyphenwachstum fast ausschlief3lich auf die Leitblindel und die
angrenzenden Bundelscheidenzellen, wobei deutlich wird, dass der Pilz sowohl entlang,
als auch innerhalb der Leitbindel wachst. Sechs Tage nach der Infektion sind die
Oberflachen fast aller Leitbindel-assoziierter Hyphen vergroRert. Zu diesem Zeitpunkt
scheinen im Mesophyll wachsende Hyphen vereinzelt Immunreaktionen auszul6sen, da
manche Zellen eine starke Autofluoreszenz zeigen (Abb. 9 A, 6 dpi, Pfeilspitzen).

Besonders auffallig waren die VergroRerungen der Hyphenoberflachen, welche ab 4 dpi
zu beobachten waren und fortlaufend gréRer wurden. Diese an Haustorien erinnernden
Strukturen wurden fur U. hordei bislang noch nicht beschrieben. Interessanterweise
konnte diese morphologische Veranderung nur bei Hyphen beobachtet werden, die
innerhalb eines Leitbundels oder den angrenzenden Bulndelscheidenzellen wachsen

(Abb. 10). Bei Hyphen im Mesophyllgewebe war dies nicht der Fall.

2.1.1 U. hordei unterdriickt aktiv PAMP-induzierten Zelltod

Dass nach einer Infektion mit U. hordei keine prominenten Pflanzenreaktionen beobachtet
werden kénnen, wurde bereits mehrfach bestatigt. Allerdings stellt sich hierbei die Frage,
ob der Pilz zur Etablierung der biotrophen Interaktion Abwehrreaktionen der Pflanze aktiv
unterdricken kann, oder sich maskiert um nicht vom pflanzlichen Immunsystem erkannt
zu werden. Um zu Uberprifen ob hier ein aktiver oder ein passiver Prozess vorliegt
wurden zehn Tage alte Gerstenpflanzen mit U. hordei oder einer mock-Kontroll-
suspension infiziert. Zwei Tage nach der Infektion, wenn sich der Pilz bereits erfolgreich
im Gewebe etabliert hat, wurden die jeweils infizierten Blattbereiche (ca. 2 - 3 cm

unterhalb der Einstichstelle) mit Chitosan (7 mg/ml) oder einer Wasserkontrolle infiltriert.
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Bei Chitosan handelt es sich um deacetyliertes Chitin welches als PAMP von Pflanzen
erkannt werden kann. Vier Tage nach der Infiltration wurden die Blatter makroskopisch
untersucht und ausgewertet. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Infiltration mit
Wasser keinerlei Auswirkungen auf das infizierte Gewebe hat, weder bei mock-, noch bei
U. hordei-infizierten Blattern. Lediglich die durch den Infiltrationsvorgang mechanisch
beschadigten Blattbereiche zeigten nekrotische Lasionen. Wurden mock-infizierte Blatter
mit Chitosan infiltriert, so zeigte sich der infiltrierte Bereich bereits nach zwei Tagen
chlorotisch. Nach weiteren zwei Tagen war meist der gesamte infiltrierte Bereich trocken,
spréde und ausgebleicht, was auf abgestorbenes Blattgewebe hindeutet. Somit 16st die
Chitosan-Behandlung massive Abwehrreaktionen der Pflanze aus, die in Zelltod
resultieren (Abb. 11). Wurden hingegen Pflanzen mit Chitosan infiltriert, die zuvor mit U.
hordei infiziert wurden, so zeigte sich, dass der infiltrierte Bereich zwar teilweise
chlorotisch wurde, ein Absterben des Bereichs jedoch ausblieb (Abb. 11). U. hordei ist
somit in der Lage die durch Chitosan hervorgerufene Zelltodreaktion zu unterdriicken.
Dies weisst darauf hin, dass der Pilz mit dem pflanzlichen Immunsystem interferiert, um

die PAMP-vermittelte Pflanzenabwehr zu supprimieren.

---- Infektionsstelle -= |nfiltrationsstelle
infiziert ’ mock | mock mock Uh WT Uh WT Uh WT
infiltriert ‘ - ‘ H,O ’ Chitosan (7mg/ml) ‘ H,O ’ Chitosan (7mg/ml) ‘ - ‘

Abb. 11: Aktive Suppression von Chitosan-induzierten Abwehrreaktionen. Mock- oder mit
U. hordei (Uh WT)-infizierte Gerstenpflanzen, die zwei Tage nach der Infektion im infizierten
Bereich (ca. 2-4 cm unterhalb der Einstichstelle) mit Chitosan oder Wasser infiltriert wurden. Die
Infiltration von Chitosan verursacht in mock-infizierten Pflanzen massive Abwehrreaktionen die in
programmiertem Zelltod resultieren. In U. hordei infizierten Pflanzen ist der Pilz jedoch in der Lage
diese Abwehrmechanismen weitgehend zu unterdriicken und die infiltrierten Bereiche bleiben vital.
Die Kontrollinfektion und -infiltration zeigen keine Auswirkungen.
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2.2 Identifizierung von U. hordei-Effektoren mit Virulenz-relevanter
Funktion

Pep1 konnte als essentieller Virulenzfaktor von U. hordei identifiziert und verifiziert
werden, der PAMP-vermittelte Abwehr direkt unterdriickt (Doehlemann et al., 2009;
Hemetsberger et al., 2012). Die Etablierung einer kompatiblen Interaktion mit Gerste
bedingt jedoch mit grofter Wahrscheinlichkeit die Aktivitat weiterer sekretierter
Virulenzfaktoren. Daher wurden anhand von Microarray-basierten Transkriptomanalysen
der frhen Infektionsphase von U. hordei Kandidatengene aufgrund ihrer
transkriptionellen Induktion ausgewahlt um diese auf eine mdégliche Virulenz-Funktion hin
zu untersuchen. Daflr sollten zunachst Deletionsmutanten der Kandidatengene generiert
werden, welche folglich in Pflanzeninfektionsexperimenten auf potentielle Defekte

wahrend der Besiedelung getestet werden sollten.

2.2.1 Transkriptomdaten als Basis fiir die Auswahl von Kandidatengenen

Im Rahmen seiner Masterarbeit wurdenvon Daniel Mathow Microarray-basierte Transkrip-
tomanalysen der frihen Infektionsphase von U. hordei wahrend der Blattinfektion
durchgeflihrt. Hierfur wurden basierend auf den mikroskopischen Untersuchungen des
frihen Infektionsprozesses (Kapitel 2.1) zwei frihe Zeitpunkte (20 hpi und 40 hpi), sowie
zwei spatere Zeitpunkte (3 dpi und 6 dpi) gewahlt, um die transkriptionelle Regulation von
Genen sowohl wahrend der initialen Penetration, als auch wahrend dessen Wachstum
entlang der Leitbundel zu untersuchen. Im Anschluss an seine Masterarbeit wurden von
Daniel Mathow weitere Microarray-basierte Transkriptomanalysen von U. hordei in
inkompatiblen Interaktionen durchgefiihrt. Hierfir wurden die transkriptionellen
Veranderungen der U. hordei pep1-Deletionsmutante und der inkompatiblen Interaktion
von U. hordei mit Mais jeweils 20 hpi untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass im
Vergleich zur jeweiligen Flussigkultur in allen analysierten Interaktionen eine Vielzahl an

Genen differenziell reguliert wird. Dabei umfassen die fur Effektorkandidaten codierenden

U. hordei Apep1/ Abb. 12: VENN-Diagramm der induzierten

Gerste Effektoren wahrend der analysierten kompa-

(114) tiblen und inkompatiblen Interaktionen 20 hpi.

Angegeben ist die Anzahl der Gene welche fir

8 sekretierte Effektoren kodieren und wahrend der

Interaktionen von U. hordei mit Gerste, U. hordei

7 10 Apep1 mit Gerste und U. hordei mit Mais mehr als

89 2-fach induziert sind. Anhand der Kreisiber-

@) schneidungen erkennt man Gene, die in einer,

' 11 ~ zwei oder allen drei Interaktionen induziert

U. hordeil %b? 16 U. hordeil  werden. (a), (b) und (c) indizieren die Zugehérig-

Gerste © Mais keit der ausgewahlten Kandidatengene fir wei-
(141) (126)  tere Untersuchungen (siehe Tabelle 1).
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Gene jeweils ca. " aller regulierten Transkripte. Im direkten Vergleich zeigt sich, dass 89
Effektorkandidaten in allen drei Interaktionen induziert sind, wahrend eine deutlich
geringere Anzahl spezifisch in einer oder zwei der Interaktionen induziert werden (vergl.
Abb. 12) (D. Mathow und G. Déhlemann, pers. Mitteilung).

Basierend auf diesen Datensatzen wurden 18 Kandidatengene fir weitere Unter-
suchungen ausgewahlt, welche in Tabelle 1 zusammengefasst sind. Kriterien zur Auswahl
waren hierbei (i) die starke Induktion wahrend der frUhen Zeitpunkte, (i) die starke
Induktion wahrend der spateren Zeitpunkte, sowie (iii) ein stark von der Genexpression
wahrend der kompatiblen Interaktion abweichendes Expressionslevel wahrend der
inkompatiblen Interaktionen (vergl. Tabelle 1). Hierunter finden sich 11 Gene die in allen
drei analysierten Interaktionen induziert sind, drei Gene die ausschlieRlich in der
kompatiblen Interaktion von U. hordei mit Gerste induziert werden und vier Gene die
spezifisch in den Interaktionen von U. hordei mit Gerste und U. hordei mit Mais induziert
sind. Gleichzeitig zahlen neun der Kandidaten zu den 25 genomweit am starksten

induzierten Transkripten.

Tabelle 1: Ubersicht der ausgewihiten Kandidatengene mit den zugehérigen Expressions-
daten der analysierten Zeitpunkte. Die Kandidaten wurden anhand der Gennummer aufsteigend
sortiert. Entsprechende Auswabhlkriterien, potentielle Funktionen, korrespondierende U. maydis
Orthologe und die Zugehorigkeit der Kandidatengene zu den korrespondierenden Interaktions-
gruppen sind angegeben (vergl. Abb. 12).

Differenzielle Regulation (X-fach) im Vergleich zur
Genexpression in Flissigkultur
UhWT | UhWT | UhWT | UhWT | UhApep? | UhWT
U. hordei 20 hpi 40 hpi 3 dpi 6 dpi 20 hpi 20 hpi U. maydis
Gen Gerste | Gerste | Gerste | Gerste Gerste Mais Annotation Ortholog
UH_00127 48,2 3,2 1,4 1,1 0,0 40,7 - -
¢ (c)
UH:0(§;113 269,5 43,0 2,6 11,5 390,9 386,6 - um11886
gH:Oé)ﬂ()*(; 466,2 625,6 1802,9 | 1752,0 36,6 263,9 - um01820
UH:0(§;917 24.1 40 1.1 19 12,8 8,5 - um01894
UH_03203 44,6 15,5 4,8 13,5 11,9 80,1 - um05222
*e (a)
UH—(g)Séiiz 7.4 128,4 2741 196,4 3,5 2,7 - -
UH_03756 | 's 22 29 0.0 154 | Stressrespon- | .03
¢ (c) se Protein
UH—(aO)"gf)” 148 | 3744 | 7421 | 6449 7,3 3,2 - um03105
UH:O?:)M 23 79,6 168,6 130,7 0,0 1,0 - um03201
UH—(;)fo)” 118 | 393 | 1463 | 1026 8,4 7,0 - um03274
UH 05270 | 515 | 26 55 41 0,0 15 Endo-f- umo3411
¢ (b) Xylanase
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UH_05948 138.9 18,9 15 1,1 125,5 105,4 Pseudouridin um03924
. () Synthase ¢

UH07510 | o | 7o | aes6 | 1605 0.0 44 Metallo- | 103630

vee (©) () protease

UH_08049 | 15193 | 2600 | 364 | 625 4001 | 14523 - ;

¢ (@)

UH_08819 3,8 97,0 201,6 154,3 0,0 1,8 - -
¢+ (b)

UH_13384 | o | o417 | 3193 | 2009 0,0 47 - ]

400 (c) (")

UH_14478 | 198 | 4997 | 1951 | 2397 11,8 7.8 - ]

¢4 (a) ()

UH_76458 | 156 | 5277 | 10641 | 9556 8,5 4.4 - -

¢4 (a) ()

Gene die in allen drei analysierten Interaktionen 20 hpi induziert sind

Gene die ausschlieB3lich in der kompatiblen Interaktion von U. hordei mit Gerste induziert sind

Gene die spezifisch in der U. hordei/Gerste- und der U. hordei/Mais-Interaktion induziert sind

Gene die zu den 25 genomweit am starksten induzierten Transkipten gehéren

Auswahl aufgrund starker Induktion wahrend der friihen Zeitpunkte (20 hpi, 40 hpi)

Auswahl aufgrund starker Induktion wahrend der spateren Zeitpunkte (3 dpi, 6 dpi)

* Auswahl aufgrund des abweichenden Expressionslevels wahrend der einer oder beider inkompatibler
Interaktionen im Vergleich zum kompatiblen Interaktion abweicht.

,\,\,\,\
O T Q
_ =

*

Zusatzlich wurde das U. hordei-Ortholog (UH_02064) des U. maydis-Effektors Pit2
ausgewahlt, welcher bereits als Virulenzfaktor fir U. maydis beschrieben werden konnte
(Doehlemann et al., 2011; Mueller et al., 2013).

2.2.2 Deletion, Verifizierung und Untersuchung der Kandidatengene

Um eine potentielle Virulenz-relevante Funktion der ausgewahlten Kandidatengene
untersuchen zu kénnen, wurden U. hordei-Stamme mit entsprechenden Gendeletionen
der jeweiligen Kandidaten generiert. Hierfur wurde das jeweilige Kandidatengen mittels
homologer Rekombination durch einen Hygromycin-Selektionsmarker ersetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels dieser Technik 18 der 19 Kandidaten deletiert.
Lediglich fur UH_08819 konnte bislang kein Deletionskonstrukt kloniert werden, sodass in
diesem Fall noch keine Deletion mdglich war. Zur Verifizierung der Deletionsmutanten
wurde eine Kombination aus mehreren PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Hierbei wurde die
DNA der Mutanten jeweils auf die Abwesenheit des Kandidatengens, die GroRRe des
Rekombinations-Locus, sowie die Anwesenheit und korrekte Integration des
Selektionsmarkers Uberprift (vergl. Abb. 30). Korrekte Deletionsmutanten beider
Ausgangsstdmme wurden anschlieBend in einer Kreuzungsanalyse auf in vitro-
Filamentbildung untersucht. Hierbei werden die Kreuzungspartner auf Aktivkohle-haltige
Agarplatten aufgetropft, wodurch die Filamentbildung auf Festmedium induziert wird und
die Kolonien weil® erscheinen. AnschlieBend wurden, wenn moglich jeweils, drei

Kreuzungs-Kombinationen fir die folgenden Pflanzeninfektionen ausgewahlt.
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Abb. 13: Genexpression der getesteten Deletionsmutanten wahrend der Infektion von Gerste.
Die verschiedenen Deletionsmutanten wurden wahrend der Pflanzeninfektion auf die Expression
des jeweiligen Kandidatengens Uberpriift. Das Balkendiagramm zeigt die relative Genexpression
der infizierten Kreuzungsstamme in direkter Relation zur Genexpression der Wildtyp-Stdmme von
U. hordei (Uh WT) 6 dpi. Fir AUH_04865 und AUH_03322 konnte jeweils eine der drei getesteten
Kreuzungen nicht als ,knock out’ bestatigt werden. Fir AUH_14478 konnte eine Expression des
Kandidatengens in allen drei Fallen nachgewiesen werden. Die restlichen Kreuzungen zeigen die
eindeutige Deletion des Kandidatengens. Die Genexpression wahrend der Wildtyp-Infektion wurde
jeweils gleich 1 gesetzt. Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM aus zwei technischen Replikaten.
Insgesamt zehn der generierten Deletionsstdmme konnten bislang auf einen mdglichen
Defekt wahrend der Blattbesiedelung innerhalb der frihen Infektionsphase getestet
werden. Neben der Quantifizierung der Pilzbiomasse im Blattgewebe wurde hierbei
gleichzeitig die Expression des deletierten Kandidatengens uUberprift, um die jeweilige
Deletion auch in vivo bestatigen zu kdnnen. Hierfir wurden jeweils 15 infizierte Blatter
6 dpi geerntet und mit 1% Tween20 abgewaschen, um Sporidien und Pilzhyphen von
deren Oberflache zu entfernen. AnschlieRend wurde das Blattmaterial zur Praparation von
RNA und DNA verwendet.

Mittels quantitativer real-time PCR wurde die Genexpression bei Infektion mit der Dele-
tionsmutante jeweils mit der Genexpression wahrend der Wildtyp-Infektion verglichen. Als
Referenz fur die Transkriptmenge wurde ppi verwendet, ein Gen welches konstitutiv
exprimiert wird und flr eine Peptidylpropyl-lsomerase codiert. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass sich unter allen 30 getesteten Stdmmen 25 eindeutige Deletionsmutanten
befanden, wohingegen 5 Stdmme, trotz deren vorheriger PCR-basierter Verifizierung,
eine Expression des jeweiligen Kandidatengens zeigten (Abb. 13).

Eine Quantifizierung der Pilzbesiedelung im infizierten Gewebe erfolgte durch quantitative
PCR, bei der auf DNA-Basis die Menge des vorhandenen ppi-Gens in Relation zur Menge
des Pflanzen-spezifischen GAPDH (Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase)-Gens
verglichen wird. Dadurch kann das Mengenverhaltnis von Pilzzellen gegentber Pflanzen-
zellen bestimmt werden, was im Vergleich zur Wildtyp-Infektion Rickschlisse auf die
quantitative Pilzbesiedelung erlaubt und somit mdgliche Wachstums- oder Infektions-

defekte aufzeigt. Als Kontrolle wurden hierfiir Infektionen mit der pep7-Deletionsmutante
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verwendet, da die apathogene Mutante das Blattgewebe nicht besiedeln kann. Die
Ergebnisse zur Blattbesiedelung der getesteten Deletionsstamme zeigen ein sehr
gemischtes Bild. So konnte bisher fir AUH_02064 (Apit2), AUH_16458, AUH_08049,
AUH_04865 und AUH_05101 eine Reduktion der Pilzbesiedelung im Vergleich zur
Wildtyp-Infektion gezeigt werden. AUH_07510 zeigt hingegen eine Wildtyp-ahnliche
Besiedelung und die Menge an Pilz-DNA nach Infektion mit AUH_03322 ist leicht erhoht
(Abb. 15). Allerdings handelt es sich hierbei nur um vorlaufige Ergebnisse, da die
Datensatze nur auf einem oder zwei biologischen Replikaten beruhen (vergl. Abb. 14).
Lediglich fur die Deletion der potentiellen Metalloprotease (UH_07510) wurde die
Pilzbiomasse in drei biologischen Replikaten bestimmt, es zeigte sich jedoch kein
veranderter Phanotyp. Die Daten fir AUH_04984 und AUH_02413 lassen derzeit noch
keine Rickschlisse Uber eine mégliche Anderung der Pilzbiomasse im Vergleich zum
Wildtyp zu, da in beiden Fallen die drei getesteten Kreuzungen sehr unterschiedliche
Effekte zeigen und sich dadurch keine Tendenz abzeichnet (Abb. 14). Zusatzliche

Replikate sind demnach fur alle Infektionen nétig um stabile Datenséatze zu produzieren.
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Abb. 14: Quantifizierung der Pilzbesiedelung in infiziertem Blattgewebe. Vorlaufige Ergeb-
nisse zur in planta Pilzentwicklung verschiedener Deletionsmutanten im Vergleich zur Wildtyp-
Infektion (Uh WT) zeigen reduzierte, gesteigerte und unveranderte Pilzbesiedelungen 6 dpi. Der
Bereich zwischen den gestrichelten Linien kennzeichnet den SEM der Wildtyp-Infektion, welche
gleich 1 gesetzt wurde. Werte innerhalb dieser Abgrenzung werden als Wildtyp-ahnlich angesehen
und zeigen demnach keinen Phanotyp. Fehlerindikatoren zeigen den SEM aus zwei, bzw. drei (fir
Uh WT, Apep1, AUH_07510) biologischen Replikaten; Daten ohne Fehlerindikator beruhen auf
einem biologischen Replikat; * P < 0,05 (ungepaarter {-Test).
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2.3 Zelltod in inkompatiblen Ustilago/Gerste-Interaktionen

Microarray-basierte Transkriptomanalysen haben gezeigt, dass wahrend der inkom-
patiblen Interaktionen von Mais mit der U. maydis Apep1-Mutante und U. hordei als Nicht-
Wirt-Pathogen massive pflanzliche Abwehrreaktionen induziert werden die in program-
miertem Zelltod resultieren (Doehlemann et al., 2009; van der Linde, 2011). Auch fur
Gerste konnte gezeigt werden, dass eine Infektion mit der U. hordei Apep1 Mutante in
lokalem PCD resultiert (Doehlemann et al., 2009). Eine epidermale Resistenz zeigt sich
bei Gerste auch gegenliber dem Maispathogen U. maydis.

In dieser Arbeit wurden die inkompatible Interaktion mit der U. hordei Apep1-Mutante und
die Nicht-Wirt-Resistenz gegenulber U. maydis vergleichend analysiert. Zusatzlich wurde
die Interaktion mit der U. maydis Apep1-Mutante untersucht, da diese dieselbe Effektor-
deletion wie U. hordei Apep1 tragt, aber gleichzeitig ein Nicht-Wirt-Pathogen gegenuber

Gerste ist.

2.3.1 Inkompatible Interaktionen fihren zu programmiertem Zelltod

Zur Charakterisierung der verschiedenen Interaktionen wurden zehn Tage alte Gersten-
pflanzen mit Sporidiensuspensionen der jeweils korrespondierenden Kreuzungspartner
von U. hordei und der U. hordei pep1-Deletionsmutante, sowie von U. maydis und der
U. maydis pep1-Deletionsmutante infiziert.

Zur Quantifizierung der Appressorienbildung wurden infizierte Blattbereiche 20 hpi mit
Calcofluor gefarbt und mikroskopisch ausgewertet. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
die Rate an ausgebildeten Appressorien auf der Gerstenblattoberflache fir alle getesteten
Stadmme vergleichbar ist und etwa der von U. hordei entspricht (Abb. 15 A). Die beiden
U. maydis-Stamme zeigen folglich keinen Unterschied in der Appressorienbildung im
Vergleich zu den beiden U. hordei-Stammen. Die Penetrationseffizienz wurde 30 hpi
mittels FDA/FM4-64/Calcofluor-Farbung bestimmt. Entgegen der Appressorienbildung
zeigt sich hier eine signifikante Reduktion der Penetrationseffizienzen im Vergleich zur
Infektion mit U. hordei. Wahrend hier aus ca. 74% der ausgebildeten Appressorien eine
erfolgreiche Penetration hervorgeht, erfolgt dies bei U. hordei Apep1 nur in 14% der Falle.
Bei U. maydis und U. maydis Apep1 resultieren nur 13% der Appressorien in einer
Penetration der Epidermis (Abb. 15 B). Interessanterweise zeigen beide Apep7-Stdamme
multiple Penetrationsversuche ausgehend von einem Appressorium (Abb. 15 E und G),
ein Phanomen welches bereits bei Maisinfektionen durch U. maydis Apep1 beobachtet
werden konnte (Doehlemann et al., 2009). Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass

Penetrationshyphen von U. maydis, im Vergleich zu den Penetrationsversuchen durch
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Abb. 15: Grundlagen der inkompatiblen Interaktion von Gerste mit U. maydis und pep1-
Deletionsmutanten. Mikroskopische Analyse inkompatibler Interaktionen im Ustilago/Gerste-
Pathosystem. A, Quantifizierung der Appressorienbildung auf der Blattoberflache. 20 hpi bildet bei
allen Ustilago-Stammen etwa jedes dritte dikaryotische Filament ein Appressorium aus (U. hordei:
34,6%, n=697; U. hordei Apep1: 31,9%, n=516; U. maydis: 33,1%, n=742; U. maydis Apep1:
32,7%, n=579); B, Quantifizierung der Penetrationseffizienz. Im Gegensatz zur U. hordei-Infektion
resultieren 30 hpi nur etwa 13-14% der ausgebildeten Appressorien der Apep7-Stdmme und
U. maydis in einer erfolgreichen Penetration (U. hordei: 73,8%, n=149; U. hordei Apep1: 13,7%,
n=197; U. maydis: 13,2%, n=219; U. maydis Apep1: 12,6%, n=333); C, Quantifizierung der
Zellviabilitat. Wahrend 48 hpi 96,5% der durch U. hordei penetrierten Zellen als lebend identifiziert
werden konnten, war dies nach U. hordei Apep1-Infektion nur bei 33,1% (n=56), nach U. maydis
Apep1-Infektion nur bei 25,7% (n=60) und nach U. maydis-Infektion sogar nur bei 15,1% (n=103)
der Fall. Penetrationseffizienz und Zellviabilitdt sind in den inkompatiblen Interaktionen folglich
signifikant reduziert. Die angegebenen Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung aus
mindestens drei biologischen Replikaten; *** P < 0,0005 (ungepaarter t-Test). D-G, Konfokal-
mikroskopische Aufnahmen penetrierter Epidermiszellen 30 h nach Infektion durch U. hordei (D),
U. hordei Apep1 (E), U. maydis (F) und U. maydis Apep1 (G) (FDA/FM4-64/Calcofluor-Farbung).
Pilzhyphen auf der Blattoberflache sind in weil}, Pflanzencytoplasma in griin und die pflanzliche
Cytoplasmamembran in rot dargestellt; Pfeilspitzen markieren die penetrierte Hyphenspitze.
MaRstab: 20 ym. Die Daten fiir die U. hordei-Infektion aus A-C, sowie die zugehdérige mikros-
kopische Aufnahme (D) wurden bereits in Abb. 8 gezeigt und dienen hier dem direkten Vergleich.
Uh WT: U. hordei; Uh Apep1: U. hordei Apep1; Um WT: U. maydis; Um Apep1: U. maydis Apep1.

Apep1-Stdmme, tendenziell weiter in die jeweilige Epidermiszelle vordringen konnten
(Abb. 15 F). Auch die Anzahl an vitalen Zellen war 48 hpi fir alle drei inkompatiblen
Interaktionen signifikant geringer als in der kompatiblen Interaktion mit U. hordei. So
betrug die Zellviabilitat fir die Wildtyp-Infektion mehr als 96%, wahrend nach Infektion mit
U. hordei Apep1 nur 33%, nach Infektion mit U. maydis Apep1 nur knapp 26% und nach
U. maydis-Infektion sogar nur 15% der penetrierten Zellen vital waren (Abb. 15 C). Die
makroskopischen Infektionssymptome der Gersteninfektionen wurden 6 dpi betrachtet.
Hierbei hat sich gezeigt, dass die U. hordei-Infektion lediglich die bereits beschriebenen

leichten chlorotischen Lasionen hervorruft (Abb. 8 A und Abb. 16). Trotz des induzierten

36



Ergebnisse

IF I

U. hordei U. hordei Apep1 U. maydis U. maydis Apep1
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Abb. 16: Makroskopische Auswirkungen inkompatibler Interaktionen. 6 dpi zeigen sich die
Auswirkungen der Pilzinfektionen anhand verschiedener makroskopischer Symptome. Im Ver-
gleich zu den leichten chlorotischen Lasionen der U. hordei-Infektion wird die inkompatible Inter-
aktion mit den Apep7-Mutanten lediglich durch vereinzelte chlorotische Punkte sichtbar (Pfeil-
spitzen). Eine Infektion mit U. maydis fuhrt hingegen zu massiven Immunreaktionen in Form von
fortlaufenden Chlorosen und nekrotischen L&sionen. Die grauen Linien markieren den flr die
Detailansicht (unten) ausgewahlten Bereich der Ubersichtsdarstellung (oben).

Zelltods und der geringen Zellviabilitdt sind nach Infektion mit U. hordei Apep1 und
U. maydis Apep1 nur vereinzelte chlorotische Punkte im infizierten Blattbereich erkennbar
(Abb. 16). Nach Infektion mit U. maydis zeigt sich 6 dpi hingegen eine deutlich sichtbare
Zelltodantwort, die sich in flichendeckender Chlorose und teilweise starken nekrotischen
Lasionen auRert (Abb. 16). Gleichzeitig ist diese Immunantwort nicht nur auf den Bereich
der Infektion beschrankt, sondern fihrt sich bis zur Basis der Blattspreite fort. Zusatzlich
ist oftmals nicht ausschlie3lich das infizierte dritte Blatt, sondern ebenfalls das vierte Blatt
betroffen, obwohl dieses in der Regel keine Einstichstellen der Nadelinfektion zeigt (nicht
gezeigt). Zudem wird deutlich, dass die mit U. maydis infizierten Gerstenblatter deutlich
kirzer sind als die der anderen Infektionen. Daher wurde untersucht, ob die
Pilzinfektionen ein retardiertes Blattwachstum hervorrufen. Hierfir wurde die Lange der
infizierten Blattspreite von der Ligula bis zu den Einstichstellen der Nadelinfektion 6 dpi
vermessen, wodurch bestatigt werden konnte, dass sich eine Pilzinfektion negativ auf das
Pflanzenwachstum auswirkt. Bei Pflanzen die lediglich mock-infiziert wurden, mafR das
dritte Blatt von der Ligula bis zur Einstichstelle durchschnittlich 12,7 cm (Abb. 17). Blatter
die mit einer der Ustilago-Suspensionen infiziert wurden, waren hingegen signifikant
kleiner. So waren Blatter nach Infektion mit U. hordei, U. hordei Apep1 und U. maydis
Apep1 mit durchschnittich etwa 9,5 cm jeweils ca. 3 cm kirzer. Ahnlich der
makroskopischen Symptome zeigte sich auch bei der Blattlange der dramatischste Effekt

nach U. maydis-Infektion. Aufgrund der starken Zelltodsymptome wurden die infizierten
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Blatter nur etwa 6,7 cm lang (Abb. 17). Der durch die Pilzinfektion verursachte Stress
resultiert folglich in einer Wachstumsretardation der betroffenen Blatter, deren

Auspragung in Relation zu den makroskopisch beobachteten Infektionssymptomen steht.
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Abb. 17: Wachstumsretardation durch Pilzinfektion. Infizierte Gerstenpflanzen zeigen eine
Hemmung des Blattwachstums. A, Optischer Vergleich zwischen den infizierten Pflanzen und
mock-infizierten Kontrollpflanzen. B, Quantifizierung der Blattldnge des infizierten dritten Blattes
(gemessen von der Ligula bis zur Einstichstelle durch die Nadelinfektion). Infizierte Pflanzen sind
signifikant kleiner als die entsprechenden Kontrollpflanzen und es zeigt sich eine Abhangigkeit zur
Starke der ausgeldsten Immunreaktionen. Dementsprechend ruft die Infektion mit U. maydis die
grolRte Wachstumsverzégerung hervor und infizierte Pflanzen sind mit durchschnittlich 6,7 cm
(n=53) nur gut halb so gro wie die mock-infizierten Kontrollpflanzen mit 12,7 cm (n=59). Infek-
tionen mit U. hordei (9,4 cm; n=53), U. hordei Apep1 (9,8 cm; n=53) und U. maydis Apep1 (9,1 cm;
n=53) zeigen einen vergleichbaren Effekt auf das Blattwachstum und sind ca. 3 cm kleiner als
Kontrollpflanzen. Die angegebenen Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung aus
mindestens drei biologischen Replikaten; * P < 0,05; ** P < 0,005 (ungepaarter t-Test).

Uh WT: U. hordei; Uh Apep1: U. hordei Apep1; Um WT: U. maydis; Um Apep1: U. maydis Apep1.

2.3.2 EinfluB von Bax Inhibitor-1 auf die epidermale Resistenz von Gerste

Pflanzen-Homologe des konservierten Zelltodsuppressors Bax Inhibitor-1 (Bl-1) wurden
bislang in mehreren Studien beschrieben. Fir das U. maydis/Mais-Pathosystem konnte
gezeigt werden, dass ZmBI-1 infolge einer Infektion transkriptionell induziert wird und als
wichtiger Kompatibilitatsfaktor fungiert (Doehlemann et al., 2008b; van der Linde, 2011).
Gleiches gilt fur die Interaktion von Gerste und Blumeria graminis f. sp. hordei, dem
Erreger des Gerstenmehltau (Huckelhoven et al., 2003; Eichman et al., 2010). Voran-
gegangene Studien haben gezeigt, dass die Uberexpression von HvBI-1 in Gerste neben
einer partiellen Resistenz gegenlber dem nekrotrophen Ascomyceten Fusarium
graminearum auch eine verstarkte Suszeptibilitdt gegeniuber dem Nicht-Wirt-Pathogen
Blumeria graminis f. sp. tritici (Weizenmehltau) vermittelt (Eichmann et al., 2004;
Babaeizad et al., 2009). Durch die Suppression von PCD ist HvBI-1 demnach in der Lage

einem nicht adaptierten Pathogen das Eindringen ins Wirtsgewebe zu ermoglichen.
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Um zu untersuchen ob HvBI-1, im Folgenden als BI-1 bezeichnet, auch eine Rolle
wahrend der inkompatiblen Interaktionen von Gerste mit U. maydis bzw. den Apep1-
Mutanten spielt, wurden BI-1-lUberexprimierende Pflanzen mit Sporidiensuspensionen der
verschiedenen Stdmme nach Standardmethode infiziert. Zur Bestimmung der
Penetrationseffizienz wurden die mittels PCR auf Transgenitat Uberpriften Pflanzen
30 hpi mit FDA, FM4-64 und Calcofluor gefarbt. Um sicherzustellen, dass es sich hierbei
nicht um einen Linien-spezifischen Effekt handelt, wurden alle drei zur Verfiigung
stehenden Uberexpressionslinien (BI-1 UE-Linien; E4L3, E14L1, E15L7) untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von BI-1 keinen Einfluss auf die
Penetrationseffizienz von U. hordei nimmt und jeweils durchschnittlich zwischen 68 und
77% der ausgebildeten Appressorien zur Penetration der Epidermis fihren (Abb. 18).
Ahnliches lieR sich nach Infektion mit U. hordei Apep1 und U. maydis Apep1 beobachten,
denn auch hier filhrte die Uberexpression von BI-1 zu keiner Veranderung erfolgreicher
Penetrationen durch den jeweiligen Ustilago-Stamm (Abb. 18). Interessanterweise
vermitteln die transgenen Pflanzen jedoch eine signifikant gesteigerte Penetrations-

effizienz gegeniber U. maydis und
100 WT (Golden Promise)

=E14L1 B1-1 UE-Linie) erfolgreiche  Penetrationsvorgange

% 80 E4L3 (BI-1 UE-Linie) ~ sind in mehr als 30% der Falle zu
£ I "E15L7 (BI-1 UE-Linle)  heobachten (Abb. 18). Die Uber-
g: 60 expression von B/-1 nimmt demnach
% " keinen Einfluss auf die Infektionen
_§ 40 ey mit den pep7-Deletionsmutanten,
£ I I sorgt aber wihrend der Nicht-Wirt-
o 1i= I Loz = Interaktion von U. maydis und

0 - . ' Gerste, genau wie nach Infektion mit

Uh WT Uh Apep1 Um WT Um Apep1
Weizenmehltau, fir einen partiellen

Abb. 18: Einfluss von BI-1 auf die Penetrations- . .
effizienz. Quantifizierung der Penetrationseffizienz ~ Verlust der epidermalen Resistenz.
auf den BI-1 UE-Linien im Vergleich zur Ausgangs-
varietadt. Wahrend die Rate erfolgreicher Penetratio- )
nen bei U. hordei (67,9-76,7%) und den Apep7-Stam-  aktion von U. maydis und BI-1 UE-
men (U. hordei Apep1: 8,6-13,7%; U. maydis Apep1:
11-12,6%) keine Anderung gegeniiber WT-Gerste
zeigen, ist die Penetrationseffizienz von U. maydis auf  E14L1, sowie Pflanzen der Aus-
allen BIl-1 UE-Linien signifikant erhéht (WT: 13,2%,
n=219; E14L1: 31,3%, n= 224; E4L3: 34,0%, n=103; ~ gangslinie ,Golden Promise’ mit
E15L7: 33,7%, n=83). Die Fehlerindikatoren zeigen
die Standardabweichung aus mindestens drei
biologischen Replikaten; ** P < 0,005 (ungepaarter t-  Blattbereiche 24 hpi mit Diaminoben-
Test). Die Werte fir WT-Gerste sind bereits in Abb. o . . . .
16 B gezeigt. Un WT: U. hordei: Uh Apep?: U. hordei  Zidin (DAB) gefarbt. DAB ist ein weit

Apep1; Um WT: U. maydis; Um Apep?: U. maydis  yerbreitetes Peroxidase-Substrat
Apep1.

Zur detaillierteren Analyse der Inter-

Gerste wurden Pflanzen der Linie

U. maydis infiziert und infizierte

39



Ergebnisse

und dient dem Nachweis von H;0,. Da eine HR den Tod der betroffenen Zellen
einschlielt, wurden infizierte Blattbereiche parallel mit Trypanblau angefarbt. Dieser
anionische Azofarbstoff bindet an Zellproteine und eignet sich zur Vitalfarbung da er nicht

membrangéngig und somit spezifisch fur tote Zellen ist, welche eine blaue Féarbung

zeigen. Zur Visualisierung des Pilzes wurden die Blatter zusatzlich mit Calcofluor (DAB)
oder WGA-AF488 (Trypanblau) angefarbt.
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Abb. 19: Auswirkungen der BI-1-Uberexpression auf die U. maydis/Gerste-Interaktion.
Mikroskopische Untersuchungen der Pflanzenantwort auf U. maydis-Infektion. A-D, DAB/Calco-
fluor-Farbung von Wildtyp-Gerste (A-B) und BI-1 UE-Gerste (C-D) 24 hpi. Wahrend die Penetra-
tion durch U. maydis zur massiven Akkumulation von ROS und dementsprechend DAB-Prazipitat
bei Wildtyp-Gerste flhrt, wird keine vergleichbare Immunantwort in der Bl-1 UE-Linie ausgelost.
Pilzhyphen auf der Blattoberflache sind in weill dargestellt (A und C); DAB-Prazipitate sind in einer
Durchlichtaufnahme dargestellt (B und D). E, Quantifizierung DAB-positiv markierter Zellen in
Relation zu ausgebildeten Appressorien 24 hpi. Wahrend 70,7% aller Appressorien (n=90) in einer
H,O.-Antwort der attackierten Wildtyp-Zelle enden, ist diese Reaktion in BI-1 UE-Pflanzen signifi-
kant reduziert und nur 12,4% der Zellen (n=51) DAB-positiv. F-G, DAB-Farbung von BI-1 UE-
Gerste 48 hpi. Zwar zeigt die penetrierte Epidermiszelle keine Abwehrreaktionen (F), die im
Mesophyllgewebe induzierte Immunantwort fihrt jedoch zu DAB-Prazipitat durch Peroxidase-
Aktivitdt (G) (Durchlichtaufnahmen). H-K, Trypanblau/WGA-AF488-Farbung von Wildtyp-Gerste
(H-1) und BI-1 UE-Gerste (J-K) 24 hpi. Immunreaktionen als Antwort auf U. maydis-Infektion fiihren
bei Wildtyp-Pflanzen zu PCD und damit verbundener Blaufarbung der attackierten Zelle. Die
Zelltodsuppression durch Bl-1 verhindert in Bl-1 UE-Pflanzen das Sterben der betroffenen Zelle.
Pilzhyphen sind in grin dargestellt (H und J); Trypanblau-Farbungen sind in einer Durchlichtauf-
nahme dargestellt (I und K). L, Quantifizierung Trypanblau-positiv markierter Zellen in Relation zu
ausgebildeten Appressorien 24 hpi. Ein Absterben der attackierten Zelle erfolgt bei Wildtyp-
Pflanzen in 74,7% der Falle (n=48), was jedoch durch BI-1-Uberexpression auf 16,8% (n=131)
reduziert wird. M, Trypanblau-Farbung von Bl-1 UE-Gerste 48 hpi. Ahnlich der DAB-Farbung (F-G)
zeigt die Trypanblau-Farbung Abwehr-induzierten Zelltod im Mesophyllgewebe des infizierten
Blatts. Pfeilspitzen markieren die jeweilige Penetrationsstelle; die angegebenen Fehlerindikatoren
zeigen die Standardabweichung aus mindestens drei biologischen Replikaten; ** P < 0,005; *** P
< 0,0005 (ungepaarter t-Test); Malistab: 20 um. Die erhobenen Daten und gezeigten Aufnahmen
wurden von Gunther Déhlemann zur Vefligung gestellt. WT: Wildtyp-Gerste.
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Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Infektion von Wildtyp-Gerste mit U. maydis zu
HR-induziertem Zelltod flhrt, da infizierte Zellen sowohl DAB-Prazipitation, als auch
Blaufarbung zeigen (Abb. 19 A, B und H, I), was zu den in Kap. 2.3.1 beschriebenen
Beobachtungen passt. Hingegen wurden nach Infektion transgener Pflanzen nur
vereinzelt DAB- und Trypanblau-positive Zellen verzeichnet (Abb. 19 C, D und J, K).
Insgesamt zeigten nur 12,4% der penetrierten Bl-1 UE-Zellen DAB-Prazipitation, wahrend
dies bei Wildtyp-Pflanzen in 70,7% der infizierten Zellen der Fall war (Abb. 19 E).
Trypanblau farbte lediglich 16,8% der attackierten Bl-1 UE-Zellen, wahrend dies nach
Infektion von Wildtyp-Gerste fir 74,7% zutraf (Abb. 19 L). Die Uberexpression von BI-1
fuhrt folglich zu einer signifikanten Unterdrickung der H,O,-Bildung und Zelltod in der
Nicht-Wirts-Interaktion mit U. maydis. Mikroskopische Analysen infizierter Blatter 48 hpi
haben allerdings gezeigt, dass U. maydis auch in Bl-1 UE-Pflanzen erkannt und
abgewehrt wird. Diese Immunreaktion erfolgt jedoch erst im Mesophyllgewebe, was
wiederum durch DAB-Prazipitation und Trypanblau-Farbung gezeigt werden konnte. Die
epidermale HR kann somit durch Uberexpression von BIl-1 unterdriickt werden, die
Immunabwehr im Mesophyll wird dagegen nicht beeinflusst.

Durch Farbung der Pilzhyphen konnte gezeigt werden, dass bei der Infektion von Wildtyp-
Gerste die invasive Pilzhyphe in die Epidermiszelle eindringt, dort erkannt wird und durch
induzierte Abwehrreaktionen direkt blockiert wird, was ebenfalls mit massiver
Autofluoreszenz der Pflanzenzellen einhergeht (Abb. 20 A und B). Die Unterdriickung der
epidermalen Abwehr in Bl-1 UE-Zellen fiihrt hingegen dazu, dass die Hyphen das

Mesophyllgewebe erreichen und dabei beginnen sich zu verzweigen (Abb. 20 C und D).

Abb. 20: Intrazellulires Wachstum von U. maydis auf Gerste durch BI-1-Uberexpression.
WGA-AF488/PI-Farbung U. maydis-infizierter Blatter von Wildtyp- und Bl-1 UE-Gerste 48 hpi.
Wahrend die invasive Hyphe in Wildtyp-Zellen unmittelbar nach der Penetration erkannt und durch
das pflanzliche Immunsystem innerhalb der Epidermiszelle blockiert wird (A und B), erfolgt die
Induktion pflanzlicher Abwehrreaktionen in Bl-1 UE-Gerste spéater, wodurch U. maydis in der Lage
ist bis ins Mesophyllgewebe vorzudringen und Hyphenverzweigungen auszubilden (C und D). Die
Induktion der Pflanzenabwehr geht in beiden Fallen mit sehr starker Autofluoreszenz einher.
Pilzhyphen sind in grin, Pflanzenzellen in rot dargestellt; Pfeilspitzen markieren die jeweilige
Penetrationsstelle; Maf3stab: 20 ym.
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Dies bedeutet, dass der wahrend der Penetration bestehende Zellzyklus-Arrest
aufgehoben wurde, was ein Zeichen fir eine etablierte biotrophe Interaktion ist.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass die Uberexpression des
konservierten Zelltodsuppressors Bax Inhibitor-1 die epidermal Nicht-Wirts-Resistenz
gegenuber U. maydis unterdrickt. Diese Interaktion kann jedoch im Mesophyll nicht
aufrechterhalten werden. Interessanterweise nimmt die BI-7-Uberexpression jedoch
keinen Einfluss auf die inkompatible Interaktion und die damit verbundenen

Immunreaktionen bei Infektionen mit den U. hordei oder U. maydis Apep 1-Mutanten.

2.4 Determination der beteiligten Zelltod-Mechanismen

Die Tatsache, dass Bax Inhibitor-1 in der Lage ist durch U. maydis hervorgerufenen
programmierten Zelltod effizient zu unterdricken, jedoch keinen Einfluss auf den
induzierten Zelltod nach Infektion einer Apep7-Mutante hat, legt nahe, dass die jeweilige
Zelltodantwort auf unterschiedlichen Mechanismen beruht. Zwar handelt es sich jeweils
um Zelltod der aus einer inkompatiblen Interaktion resultiert, jedoch wird diese durch
unterschiedliche Pathogentypen verursacht. Wahrend es sich bei U. maydis um ein Nicht-
Wirt-Pathogen handelt, liegt bei U. hordei Apep1 lediglich eine Modifikation des eigentlich
adaptierten Pathogens in Form einer Effektordeletion vor. Die U. maydis Apep1-Mutante
tragt sowohl die Effektordeletion und ist gleichzeitig Nicht-Wirt-Pathogen, bezuglich des
induzierten Zelltods verhalt sie sich jedoch wie U. hordei Apep1. Zur besseren
Differenzierung der moglicherweise unterschiedlichen Modi, sollten auf Basis der
vorangegangenen Untersuchungen mit Hilfe verschiedener mikroskopischer und
enzymatischer Ansatze Anhaltspunkte gefunden werden, die es ermdglichen zwischen
unterschiedlichen Arten an programmiertem Zelltod zu unterscheiden. In Anlehnung an
die beschriebenen PCD-Arten in tierischen Systemen wurden hierflr primar Apoptose-

ahnlicher Zelltod und Autophagie in Betracht gezogen.

2.4.1 Infektionen mit U. maydis induzieren Apoptose-ahnlichen Zelltod

Mehrere Studien konnten bereits bestétigen, dass Zelltod in Pflanzenzellen, der durch
heterologe Expression des pro-apoptotischen Faktors Bax induziert wird, durch
gleichzeitige Expression von Bax Inhibitor-1 supprimiert oder signifikant reduziert werden
kann (Kawai-Yamada et al., 2001; Wang et al., 2012). Daher fungiert BI-1 nicht nur als
Regulatorprotein bei apoptotischem Zelltod in tierischen Zellen, sondern ist auch an
Apoptose-ahnlichem Zelltod in Pflanzen beteiligt. Da die epidermale Immunantwort auf

U. maydis-Infektion in BI-1-Uberexprimierenden Gerstenpflanzen ausbleibt, liegt die
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Vermutung nahe, dass es sich bei der Nicht-Wirt-Resistenz um Apoptose-ahnlichen
Zelltod handelt.

Um dieser Vermutung nachzugehen, wurde ein enzymatischer Caspase-Aktivitatstest mit
Blattextrakten durchgefuhrt. Zwar konnten Caspasen als solche in Pflanzen noch nicht
identifiziert werden, jedoch wurde Caspase-ahnliche Enzymaktivitdt (‘caspase-like
activity’) bereits mehrfach beschrieben (del Pozo und Lam, 1998; Zhang et al., 2009;
Fernandez et al., 2012). Zur Bestimmung einer solchen Enzymaktivitadt wurden 10 Tage
alte Gerstenpflanzen nach Standardmethode mit Suspensionen der zu testenden
Ustilago-Stamme, sowie einer mock-Kontrolle infiziert, um 12 und 30 hpi Proteinextrakte
der infizierten Blattbereiche herzustellen. Zur spezifischen Detektion der sogenannten
DEVDase-Aktivitat, wurden die verschiedenen Proteinextrakte mit Ac-DEVD-MCA
inkubiert, einem selektiven und Fluoreszenzmarkierten Substrat, welches durch die
Effektor-Caspase-3 gespalten wird. Durch diese Prozessierung wird der fluorogene Teil
des Substrats frei und das entstehende Fluoreszenzsignal kann spektrofluorometrisch
gemessen werden. Basierend auf einer einstiindigen Kinetik wurde folglich der Anstieg

der Fluoreszenz ermittelt.
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Abb. 21: Caspase-Aktivititstest nach Ustilago-Infektion.
Bestimmung der Caspase-ahnlichen Enzymaktivitat (DEVDase)
in Proteinextrakten infizierter Blattbereiche mittels des spezifi-  signifikanter Anstieg der
schen Fluoreszenz-Substrats Ac-DEVD-MCA. Wahrend 12 hpi . )
keine DEVDase-Aktivitat im Vergleich zur mock-Kontrolle zu ~ Substratspaltung in Protein-
verzeif:hnen ist, kommt es 30 hpi zu einer si.gr)ifike_mten extrakten U. maydis-infizier-
Induktion der Substratspaltung in Extrakten U. maydis-infizierter

Blatter. Extrakte Apep7- und U. hordei-infizierter Blatter zeigen  ter Blatter verzeichnet wer-
hingegen keine spezifische Induktion. Die gemessene Aktivitat
kann in allen Extrakten durch einen spezifischen Inhibitor groR-
tenteils blockiert werden. Die relative Aktivitat in Extrakten  gleich zur basalen Aktivitat
mock-infizierter Blatter 12 und 30 hpi wurde jeweils gleich 1

gesetzt. Die angegebenen Fehlerindikatoren zeigen den SEM  nach 12 Stunden auf eine
aus mindestens drei biologischen Replikaten; * P < 0,05
(ungepaarter t-Test). Uh WT: U. hordei; Uh Apep1: U. hordei
Apep1; Um WT: U. maydis; Um Apep1: U. maydis Apep1. Aktivitat. Extrakte U. hordei-

30 hpi kann hingegen ein

den. Dieser zeigt im Ver-

mehr als doppelt so hohe

43



Ergebnisse

und ApepT-infizierter Blatter zeigten jedoch nur einen marginalen, nicht signifikanten
Anstieg der Aktivitdt 30 hpi. Um sicherzustellen, dass es sich bei der gemessenen
Aktivitat spezifisch um DEVDase-Aktivitdt handelt, wurden die Proteinextrakte parallel mit
dem korrespondierenden Inhibitor-Peptid Ac-DEVD-CHO inkubiert, wodurch in allen
Extrakten die Substratspaltung grétenteils blockiert wurde. Somit konnte gezeigt werden,
dass spezifisch nach U. maydis-Infektion die Caspase-ahnliche DEVDase-Aktivitat

induziert wird, einem Indiz fiir Apoptose-ahnlichen Zelltod.

2.4.2 Abwehrreaktionen gegenuiber Apep7-Mutanten flihren zu Autophagie

Da Autophagie ebenfalls als Mechanismus zur Induktion von programmiertem Zelltod
diskutiert wird und sich unter anderem durch das Fehlen der spezifischen Caspase-
Aktivitat definiert, wurde Uberpriift, ob dieser Prozess an der Inkompatibilitdt gegentber
pep1-Deletionsmutanten beteiligt ist.

Hierfir wurden infizierte Zellen in einem mikroskopischen Ansatz auf die An- bzw.

Abwesenheit der fiir Autophagie charakteristischen Autophagosomen untersucht. Mittels

Y

‘ w—

L e W e

Abb. 22: Visualisierung von Autophagosomen. MDC/FM4-64/WGA-AF488-Farbung Ustilago-
infizierter Gerstenblatter zur Analyse von Autophagie-Induktion. A-C, 30 hpi kénnen weder in
U. hordei- (A), noch in U. maydis-infizierten Epidermiszellen (B) autophagische Vesikel identifiziert
werden. Mock-infizierte Kontrollpflanzen zeigen ebenfalls keine Anhaltspunkte fir Autophagie (C).
D-E, Zellen die durch U. hordei Apep1 (D) oder U. maydis Apep? (E) attackiert wurden fiihren
hingegen zur Akkumulation von Autophagosomen. F, Plasmolytische Zelle (mock-infiziert) bei der
durch Salzstress Autophagie induziert wurde, zeigt typische autophagische Vesikel im Cytoplasma
und dient als Positivkontrolle. G-I, Autophagie-positive Zelle nach U. hordei Apep1-Attacke zeigt
per Zeitaufnahme motile Autophagosomen die sich im pflanzlichen Cytoplasma bewegen (G,
Beginn der Aufnahme; H, Ende der Aufnahme; |, Uberlagerung aller Einzelaufnahmen). J-K,
U. hordei Apep1-infizierte Zelle 48 hpi, bei der neben einer starken Akkumulation an aziden
Vesikeln auch massive Veranderungen der intrazelluldren Strukturen, wie zum Beispiel das
Abldsen der Cytoplasmamembran von der pflanzlichen Zellwand (*) zu verzeichnen sind. Trotz der
Eliminierung dieser Zelle bleiben umliegende Zellen intakt und zeigen keinerlei Beeinflussung
durch den induzierten Zelltod (J zeigt eine VergrofRerung des in K gekennzeichneten Bildaus-
schnitts). Autophagosomen und Zellwande sind in weil3, Pilzhyphen in griin und pflanzliche
Membranen in rot dargestellt; rote Pfeilspitzen markieren Penetrationsstellen und/oder intrazellu-
lare Pilzhyphen; weile Pfeilspitzen kennzeichnen Autophagosomen. Mal3stab: 25 pym.
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Monodansylcadaverin (MDC), einem leicht basischen und dadurch membrangangigen
Amid, welches sich in aziden Kompartimenten anreichert, kann Autophagie durch die
Visualisierung von Autophagosomen sichtbar gemacht werden (Biederbick et al., 1995;
Contento et al.,, 2005). Die zu untersuchenden Blatter wurden dazu 30 hpi durch
Vakuuminfiltration mit einer Kombination aus MDC, FM4-64 und WGA-AF488 angefarbt,
sodass gleichzeitig auch pflanzliche Membranen und die jeweiligen Pilzhyphen dargestellt
werden konnten. Als Kontrolle wurde bei gefarbten, mock-infizierten Blattern durch 15-
minlitige Behandlung mit einer 1 M NaCl-Lésung Plasmolyse induziert. Der dadurch
ausgeldste physiologische Salzstress dient wiederum als Bedingung zur effizienten
Induktion von Autophagie. Hierbei konnten in plasmolytischen Epidermiszellen angefarbte
Vesikel nachgewiesen werden, die sich entlang cytoplasmatischer Faden bewegen.
Solche Strukturen waren vor der Plasmolyse nicht zu beobachten (Abb. 22 C und F).
Durch Farbung infizierter Blattbereiche wurde gezeigt, dass weder die Infektion durch U.
hordei (Abb. 22 A), noch eine Penetration durch U. maydis (Abb. 22 B) zur Anreicherung
autophagischer Vesikel in betroffenen Zellen fiihrte. Im Gegensatz dazu konnte jedoch
eine Akkumulation von Autophagosomen sowohl in U. hordei Apep1-attackierten Zellen
(Abb. 22 D), als auch in U. maydis Apep1-attackierten Zellen (Abb. 22 E) verzeichnet
werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich die angefarbten Autophagosomen
ebenfalls innerhalb des Cytoplasmas bewegen (Abb. 22 G-I). Die betroffenen Zellen sind
demnach noch vital, was in den meisten Fallen nach 48 Stunden jedoch nicht mehr der
Fall war. Hier konnten nach MDC/FM4-4/\WGA-AF488-Farbung neben der starken
Anreicherung positiv-markierter Vesikel auch drastische Veranderungen der zellularen
Strukturen, wie beispielsweise das Ablésen der Cytoplasmamembran von der Zellwand,
nachgewiesen werden (Abb. 22 J und K).

Mittels Quantifizierung von Zellen, die nach Ustilago-Infektion autophagische Vesikel

anreichern, konnte zudem gezeigt werden, dass nach Infektion mit U. hordei in 5,5% und

100 Abb. 23: Autophagie-Induktion in Apep17-infizierten
x Zellen. Quantifizierung der Zellen die nach Ustilago-

*h* Infektion eine Akkumulation von Autophagosomen zei-

80 I I gen. Wahrend in U. hordei- und U. maydis-infizierten

Zellen lediglich 5,5%, bzw. 7,6% als Autophagie-positiv
60 identifiziert werden konnten, zeigen Penetrations-
versuche durch die U. hordei oder U. maydis Apep1-
Mutante eine signifikante Induktion von Autophagie.
40 Hier konnte bei U. hordei Apep1 fir 80,7% und bei
U. maydis Apep1 fir 81,3% der Zellen eine Akku-
mulation von Autophagosomen bestatigt werden. Die

[%]

Autophagosomen/penetrierte Zellen

20 angegebenen Fehlerindikatoren zeigen die Standard-
1 . abweichung aus mindestens drei biologischen Repli-
0 katen (n=60); *** P < 0,0005 (ungepaarter t-Test).
UhWT Uh UmWT Um Uh WT: U. hordei; Uh Apep1: U. hordei Apep1; Um
Apep1 Apep1 WT: U. maydis; Um Apep1: U. maydis Apep1.
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nach Infektion mit U. maydis in 7,5% der Zellen Autophagie induziert wird. Hingegen
gehen Penetrationsversuche durch U. hordei Apep1 und U. maydis Apep1 jeweils in mehr
als 80% der Falle mit der Induktion von Autophagie einher (Abb. 23).

Somit konnte deutlich gezeigt werden, dass Autophagie spezifisch als Folge von
Infektionen mit pep7-Deletionsmutanten induziert wird, wahrend eine Akkumulation von

Autophagosomen bei der Nicht-Wirt-Resistenz gegenuber U. maydis ausbleibt.

2.4.3 Transmissionselektronenmikroskopie zeigt charakteristische
Zelltodmerkmale

Mit dem Caspase-Aktivitatstest und der MDC-Farbung konnten zwei Indizien beschrieben
werden die daflur sprechen, dass der induzierte Zelltod nach U. maydis-Infektion auf
einem Apoptose-ahnlichen Mechanismus beruht und nach Penetrationsversuchen durch
pep1-Deletionsmutanten Autophagie induziert wird.

Um diese Funde zu bestatigen wurden die zelluldren Vorgange nach Ustilago-Infektionen
mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) genauer untersucht. Hierfir wurden
10 Tage alte Gerstenpflanzen nach Standardmethode mit Sporidiensuspensionen der
jeweiligen Ustilago-Stamme infiziert und infizierte Blattbereiche nach 30 und 48 hpi zur
TEM vorbereitet. Da bereits gezeigt werden konnte, dass es sowohl nach Apep 7-Infektion,
als auch nach Infektion mit U. maydis zu Produktion und Akkumulation von ROS kommt,
wurden die Blattproben gleichzeitig mit einer Ceriumchlorid (CeCl;)-L6sung behandelt.
CeCl; bildet in Anwesenheit von H,0, ein elektronendichtes Prazipitat, welches
demzufolge in der TEM-Analyse detektiert werden kann und spezifisch die Anreicherung
von ROS markiert (Bestwick et al., 1997; Wi et al., 2005). Die anschlieRenden TEM-Unter-
suchungen wurden in Kooperation mit Dr. Bernd Zechmann (Karl-Franzens-Universitat
Graz, Osterreich) durchgefilhrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass in Folge einer
Infektion mit U. hordei eine erfolgreiche biotrophe Interaktion aufgebaut wird, in der
keinerlei Veranderung in der Pflanzenzelle auftreten (Abb. 25 A und B). Wird eine Zelle
hingegen durch die U. hordei Apep1-Mutante penetriert, kommt es in frihen Stadien zur
Induktion von Autophagie und der Ausbildung von Autophagosomen (Abb. 25 C und D).
Zudem wird die Zellwand verstarkt und Zellwandmaterial findet sich ebenfalls um die
Pilzhyphe, was auf Papillenbildung hinweist. In diesem neu synthetisierten
Zellwandmaterial finden sich dementsprechend CeCl;-Prazipitate (Abb. 25 C). In spateren
Stadien zeigt sich der Verlust der penetrierten Zelle, deren Cytoplasma massiv degradiert
ist (Abb. 25 D, Mitte). Im Gegensatz dazu konnten in U. maydis-infizierten Zellen keine
Autophagosomen gezeigt werden. Hier wurden jedoch andere Zelltodmerkmale detektiert.

Mittels der CeCl;-Behandlung konnte H,O.-Akkumulation in der Zellwand, dem
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U. hordei

U. hordei Apep1

U. maydis

U. maydis Apep1

Abb. 24: Zelluldre Strukturen nach Ustilago-Infektion. Transmissionselektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen infizierter Gerstenzellen 30 und 48 hpi. A-B, U. hordei-infizierte Mesophyllzellen
zeigen keinerlei strukturelle oder physiologische Auffalligkeiten. Der Pilz etabliert eine kompatible
Interaktion mit der Wirtspflanze (das Inset zeigt die biotrophe Interaktionszone). C-D, U. hordei
Apep1-infizierte Zellen zeigen fur Autophagie charakteristische Autophagosomen (Insetf). Zudem
zeigt sich eine Verstarkung der Zellwand mit CeCls;-Prazipitaten und die Hyphe umgebendes
Zellwandmaterial, was auf Papillenbildung schlieRen lasst (C). Kollabierte Zellen in spateren
Stadien der Infektion zeigen eine massive Degradation des Zellinhaltes (D). E-G, In U. maydis-
infizierten Zellen kann eine massive H,0,-Akkumulation durch CeCls-Farbung in Zellwand,
Cytosol und Mitochondrien beobachtet werden. Zudem kommt es zur frlhen Ruptur des
Tonoplasten (E und F; F zeigt eine vergroRerte Darstellung des in E markierten Bereichs). In
spaten Stadien findet sich kein Zellinhalt mehr und die Cytoplasmamembran 16st sich von der
Zellwand und zeigt blasenartige Auswerfungen (G). H-l, U. maydis Apep1-infizierte Zellen zeigen
ebenfalls Autophagosomen und Papillenbildung (H), wahrend in spaten Stadien der Zellinhalt
komplett degradiert ist.
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Fortsetzung Abb. 24: Rote Pfeilspitzen zeigen Autophagosomen; schwarze Pfeilspitzen markie-
ren die Akkumulation von H;0O, in Form von CeCl;-Prazipitaten; rote Sparren zeigen den einge-
rissenen Tonoplast; schwarzes Sternchen in C zeigt die degradierende innere Autophagosomen-
membran, wodurch der Vesikelinhalt in die Vakuole entlassen wird; gestrichelte Kastchen markie-
ren die in Insets vergroRerten Bereiche; Malstab: 1 ym. Abkirzungen: BIZ, biotrophe Interaktions-
zone; Ch, Chloroplast; degCh, degradierter Chloroplast; degC, degradiertes Cytoplasma, EDZ,
Epidermiszelle; M, Mitochondrium; PC, pflanzliches Cytoplasma; PCM, pflanzliche Cytoplasma-
membran; PH, Pilzhyphe; PZW, Pflanzenzellwand; UCP, Ustilago Cytoplasma; UZW, Ustilago
Zellwand; V, Vakuole. Alle Aufnahmen wurden in Kooperation mit Dr. Bernd Zechmann angefertigt.

Cytoplasma und insbesondere in den Mitochondrien nachgewiesen werden. Dies steht im
Einklang mit der Aktivierung von apoptotischem Zelltod mittels des Mitochondrium-
basierten Kontrollmechanismus. Zudem zeigt sich eine friihe Ruptur des Tonoplasten,
wodurch hydrolytische Enzyme ins Cytoplasma entlassen werden (Abb. 25 E und F), was
in den anderen Infektionen nicht gezeigt werden konnte. Ein spateres Stadium einer
U. maydis-Infektion zeigt eine vollstdndige Auflésung des Zellinhalts und eine sich von der
Zellwand ablésende Cytoplasmamembran die blasenartig ausgeschlagen ist, was an
‘membrane blebbing’ erinnert (Abb. 25 G). Infektionen mit der U. maydis Apep1-Mutante
zeigen dieselben Charakteristika wie U. hordei Apep1-Infektionen. Auch hier konnten
Autophagosomen und die Pilzhyphe umgebendes Zellwandmaterial gezeigt werden (Abb.
25 H). Ebenfalls zeigt ein spates Stadium dieser Infektion eine eliminierte Pflanzenzelle
mit vollig degradiertem Zellinhalt (Abb. 25 I).

TEM-Aufnahmen unterstitzen folglich die in den vorangegangenen Versuchen dargelegte
Vermutung, dass Infektionen mit pep7-Deletionsmutanten Autophagie induzieren,

wahrend U. maydis-Infektionen in Apoptose-ahnlichem Zelltod resultieren.

2.4.4 Die induzierten Abwehrreaktionen variieren in Zeitpunkt und Intensitat

Zur weiteren Charakterisierung und Differenzierung der inkompatiblen Ustilago-
Interaktionen wurden die Bildung von H;O, und die transkriptionelle Aktivierung
ausgewahlter Abwehrgene untersucht.

Aufgrund ihrer Beteiligung wahrend der Pflanzenabwehr und insbesondere wahrend der
HR wurden die Gene zweier SA-induzierter PR-Proteine (PR1 und PR10), sowie drei
WRKY-Transkriptionsfaktoren (WRKY1, WRKY2 und WRKY22) hinsichtlich ihres
Expressionsprofils getestet. Zudem konnte in den bisherigen Untersuchungen gezeigt
werden, dass die Infektion mit pep7-Deletionsmutanten neben Autophagie auch
Papillenbildung induziert. Daher wurden ebenfalls eine Callose-Synthase, sowie vier ATG-
Gene (ATGS5, ATG8, ATG9 und ATG12) auf ihre transkriptionelle Regulation untersucht.
Interessanterweise konnte trotz der eindeutigen Belege durch die TEM-Analyse weder

eine transkriptionelle Induktion der Callose-Synthase, noch der getesteten ATG-Gene
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Abb. 25: Transkriptionelle Regulation Abwehr-relevanter Markergene. Durch quantitative real-
time PCR ermittelte Genexpression von PR71 (A), PR10 (B) und WRKY22 (C) wahrend der
Ustilago/Gerste-Interaktion 24 und 48 hpi. A, Relative Genexpression von PR1. 24 hpi liegt PR1
im Vergleich zu mock-infizierten Blattern in allen Interaktionen leicht induziert vor, wobei die
jeweilige Induktion nach 48 Stunden wieder ricklaufig ist. Lediglich U. maydis-infizierte Blatter
zeigen eine signifikante 214-fache Induktion von PR1 48 hpi. B, Relative Genexpression von
PR10. Genau wie bei PR1 lasst sich eine Induktion von PR10 ebenfalls in allen Interaktionen
24 hpi beobachten, welche 48 hpi nach U. hordei- und Apep1-Infektion nur noch marginal vor-
handen ist. U. maydis zeigt hier jedoch eine mehr als 600-fache Induktion. C, Relative
Genexpression von WRKY22. Ahnlich wie die PR-Gene wird auch WRKY22 24 hpi durch
U. hordei- und beide Apep1-Infektionen schwach induziert, wahrend eine bereits knapp 40-fache
Induktion in U. maydis-infizierten Blattern vorliegt. Diese steigert sich auf eine mehr als 160-fache
Expression im Vergleich zur Kontrolle, wahrend bei den anderen Infektionen keine deutlichen
Veranderungen zu verzeichnen sind. Die angegebenen Fehlerindikatoren zeigen den SEM aus
mindestens drei biologischen Replikaten; ** P < 0,005; *** P < 0,0005 (ungepaarter t-Test).

Uh WT: U. hordei; Uh Apep1: U. hordei Apep1; Um WT: U. maydis; Um Apep1: U. maydis Apep1.

bestatigt werden (nicht gezeigt). Ebenfalls zeigten WRKY1 und WRKY2 keinerlei
differenzielle Regulation zwischen den Zeitpunkten und Interaktionstypen (nicht gezeigt).
Hingegen konnte fur PR1, PR10 und WRKY22 eine signifikante Induktion als Antwort auf
die U. maydis-Infektion beschrieben werden, wahrend sowohl die kompatible Interaktion
mit U. hordei, als auch die inkompatiblen Interaktionen mit den Apep7-Mutanten keinen
Einfluss zeigten (Abb. 25). Beide PR-Gene werden im Vergleich zu mock-infizierten
Blattern 24 hpi in allen Interaktionen bis zu 35-fach (PR1) bzw. 80-fach (PR10) induziert
(Abb. 25 A und B). Diese Induktion nimmt jedoch bei U. hordei- und Apep1-infizierten
Blattern wieder ab und zeigt sich 48 hpi nur noch marginal, wahrend nach U. maydis-
Infektion PR1 214-fach und PR10 mehr als 600-fach induziert vorliegen (Abb. 25 A und
B). Ein ahnliches Bild beschreibt die Genexpression von WRKY22. Auch hier zeigt sich
24 hpi eine geringfugige Induktion nach Pathogenattacke durch U. hordei und die Apep1-
Mutanten, wobei U. maydis-Infektion bereits zu einer knapp 40-fachen Expression im
Vergleich zur mock-Infektion fuhrt. 48 hpi zeigt diese eine mehr als 160-fache Induktion,
wahrend in den anderen Interaktionen keine deutlichen Veranderungen zu verzeichnen
waren (Abb. 25 C). Somit geht die inkompatible Nicht-Wirt-Interaktion von Gerste mit
U. maydis mit einer massiven Induktion HR-assoziierter Gene einher, was

dementsprechend auf eine hypersensitive Antwort der betroffenen Pflanzenzellen
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schlielen lasst. Vergleichbares konnte fur die Apep7-Infektionen jedoch nicht bestéatigt

werden. Daher scheint der hier induzierte Zelltod nicht HR-assoziiert zu sein.

Die Analyse der quantitativen H,O,-Antwort im Rahmen der Pflanzenabwehr gegeniber

Ustilago-Infektionen erfolgte mittels eines auf Xylenolorange (XO)-basierenden kolori-

metrischen Ansatzes. XO ist ein gelblicher Triphenylmethanfarbstoff der unter Komplex-

bildung mit mehrwertigen Metallionen ein rotviolettes Addukt bildet. Mit Hilfe eines

Fe(Il)Sulfat-haltigen Puffers kann die relative Menge H,O, in einer Losung bestimmt
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Abb. 26: Zeitpunkt und AusmaB des
‘oxidative burst’ als Abwehrreaktion
bei Inkompatibilitat. Xylenolorange-
Assay zur Untersuchung der quantita-
tiven H,O.-Antwort in Apoplastenflis-
sigkeit 12, 24 und 48 hpi. A, H,O,-Pro-
duktion nach U. hordei-Infektion. Deut-
lich wird, dass innerhalb der ersten 24
Stunden nach der Infektion keine H,O4-
Antwort stattfindet und die gemessenen
Intensitaten denen der Apoplastenflis-
sigkeit aus mock-infizierten Blattern
entsprechen (vergl. E). 48 hpi ist ein
leichter Anstieg der H,O.-Produktion zu
verzeichnen. B, H,O,-Produktion nach
U. hordei Apep1-Infektion. Es kommt zu
einer friihen H,O,-Antwort 24 hpi, deren
Intensitat innerhalb der nachsten 24
Stunden wieder abnimmt und daraufhin
mit der U. hordei-Infektion vergleichbar
sind. C, H,O,-Produktion nach U. may-
dis-Infektion. Wahrend das Niveau der
H,0.-Antwort 24 hpi dem der U. hordei-
Infektion entspricht, kann 48 hpi eine
starke Induktion der H,O,-Produktion in
der Apoplastenflissigkeit gezeigt wer-
den, die wesentlich hoher ausfallt als
die friihe Antwort nach Apep71-Infektion.
D, H,0,-Produktion nach U. maydis
Apep1-Infektion. Genau wie nach
U. hordei Apep1-Infektion kommt es zu
einem frihen ‘burst’ nach 24 Stunden,
dessen Intensitat 48 hpi auf U. hordei-
Niveau zuriickfallt. E, Uberlagerung der
in A-D wiedergegebenen Graphen,
inklusive der Daten flir Apoplastenfliis-
sigkeit aus mock-infizierten Blattern. Zur
vereinfachten Darstellung wurde auf
Fehlerindikatoren verzichtet. Gemesse-
ne Intensitaten flr Apoplastenflissigkeit
aus mock-infizierten Blattern wurden fir
jeden Zeitpunkt gleich 1 gesetzt; die
angegebenen Fehlerindikatoren zeigen
den SEM aus mindestens zwei bio-
logischen Replikaten. Uh WT: U. hordei;
Uh Apep1: U. hordei Apep1; Um WT:
U. maydis; Um Apep1: U. maydis Apep1
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werden, da Fe*" durch Peroxide zu Fe* oxidiert wird, wodurch es zur Komplexbildung mit
XO und dem entsprechenden Farbumschlag kommt. Die Intensitdt des entstehenden
Farbumschlags kann durch dessen Absorption bei 560 nm spektrophotometrisch
gemessen werden.

Hierfir wurden 10 Tage alte Gerstenpflanzen mit Sporidiensuspensionen der entsprech-
enden Ustilago-Stamme infiziert und 12, 24 und 48 hpi Apoplastenflissigkeit der
infizierten Blattbereiche isoliert. Die darin enthaltene relative H,O,-Menge wurde daraufhin
mit Hilfe des XO-Assays bestimmt. Basierend auf einer einstiindigen Kinetik wurde
folglich der Anstieg der Absorption ermittelt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich zu mock-infizierten Blattern in der kompatiblen Interaktion mit U. hordei keine
H,O,-Antwort zu verzeichnen ist. Lediglich 48 hpi kommt es zu einer leichten H,O,-
Akkumulation (Abb. 26 A). Nach Infektion mit U. hordei Apep1 und U. maydis Apep1
kommt es hingegen 24 hpi zu einer friihen H,O,-Antwort deren Intensitat mehr als doppelt
so hoch ist wie die der mock-Kontrolle. Allerdings nimmt die H,O,-Konzentration in der
jeweiligen Apoplastenflissigkeit wieder ab und zeigt 48 hpi ein mit der U. hordei-Infektion
vergleichbares Niveau (Abb. 26 B und D). Fir die Interaktion mit U. maydis konnte ein
exakt gegensatzliches Profil beobachtet werden. Hier ist die H,O,-Antwort nach 12 und 24
hpi mit der U. hordei-Infektion und der mock-Kontrolle vergleichbar. In den folgenden
Stunden kommt es jedoch zu einer massiven Anreicherung von HyO, in der
Apoplastenflissigkeit, deren Intensitat die des frihen ,burst’ nach Apep1-Infektionen weit
Ubersteigt (Abb. 26 C).
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3 Diskussion

Zum besseren Verstandnis der Infektionsstrategie von U. hordei, sowie der detaillierten
pflanzlichen Abwehrmechanismen wahrend einer Infektion, hat sich die vorliegende Arbeit
mit der Untersuchung grundlegender Aspekte von Kompatibilitdt und Inkompatibilitat im
Ustilago/Gerste-Pathosystem beschaftigt. Hierbei lag der Fokus nicht allein auf der
kompatiblen Interaktion von Gerste und U. hordei, sondern ebenfalls auf der Nicht-Wirt-
Resistenz gegenlber dem Maispathogen Ustilago maydis, sowie den inkompatiblen
Interaktionen mit den pep 7-Effektordeletionsmutanten von U. hordei und U. maydis.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass U. hordei als vollstandig adaptiertes Pathogen seine
Wirtspflanze fast symptomfrei infizieren kann, da pflanzliche Immunreaktionen supprimiert
werden, wahrend es nach Infektion mit den inkompatiblen Effektormutanten und dem
Nicht-Wirt-Pathogen zu programmiertem Zelltod kommt. Dieser basiert in Abhangigkeit
des infizierenden Pathogens auf der Aktivierung unterschiedlicher Zelltod-Mechanismen,

welche gleichermalien die Resistenz der Gerstenpflanze vermitteln.

3.1 U. hordei etabliert eine biotrophe Interaktion mit Gerste

Dass U. hordei Gerste symptomfrei infiziert, wurde bereits mehrfach beschrieben und
bestatigt (Hu et al., 2002; Hu et al., 2003; Linning et al., 2004; Grewal et al., 2008; Gaudet
et al., 2010; Laurie et al., 2012). Hierfur wurde jeweils, in Anlehnung an eine Freiland-
infektion, die Koleoptile des Gerstenkeimlings mit Pilzsporen infiziert. Demnach wurde der
Infektionsprozess fir Blattinfektionen noch nicht beschrieben und es war unklar, ob die
U. hordei-Infektion den gleichen Mustern folgt. Zwar hatten sich Blattinfektionen zuvor
bereits ebenfalls erfolgreich gezeigt (Doehlemann et al., 2009), eine detaillierte
Charakterisierung der friihen Infektionsphase lag jedoch noch nicht vor. Daher wurde eine
mikroskopische Analyse der ersten sechs Infektionstage mit Hilfe diverser Farbungen
durchgefihrt bei der gezeigt werden konnte, dass U. hordei auch im Blattgewebe nach
erfolgreicher Penetration eine biotrophe Interaktion etabliert und pflanzliche Abwehr-
reaktionen primar ausbleiben. Zudem erfolgt ein gerichtetes Wachstum der Hyphen in und
entlang der Leitbindel, wahrend eine Proliferation im Mesophyligewebe des Blattes
groflitenteils ausbleibt. Interessanterweise konnte ab 4 dpi eine morphologische Ober-
flachenvergréfierung Leitbliindel-assoziierter Hyphen beobachtet werden. Dies kdnnte mit
der Nahrstoffversorgung des Pilzes zusammenhangen. Wahrend viele phytopathogene
Pilze, wie beispielsweise dikaryotische Rost- oder echte Mehltaupilze, spezielle
Strukturen zur Nahrstoffaufnahme ausbilden, fehlen solche sogenannten Haustorien bei

den Ustilaginales. Da eine Blattinfektion bei U. hordei unter natirlichen Gegebenheiten
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nicht vorkommt, ist der Pilz mdglicherweise mit Nahrstoff-limitierenden Bedingungen
konfrontiert. Neben der an Haustorien erinnernden Morphologie der Oberflachenvergro-
Rerungen (vergl. Abb. 10) haben Microarray-Experimente wahrend der frihen Infektions-
phase von U. hordei gezeigt, dass mit der Besiedelung des Gewebes eine Reihe von
Transportproteinen transkriptionell induziert wird. Hierbei handelt es sich insbesondere
um Kohlenstoff- und Stickstofftransporter deren Expression teilweise bis zu 20-fach, oder
im Falle eines Ammonium-Transporters sogar mehr als 100-fach, induziert ist (Mathow,
2011). Unter den induzierten Zuckertransportern findet sich auch das U. hordei-Ortholog
(UH_03988) des U. maydis Saccharose-Transporters Srt1 (um02374), dessen hohe
Substrataffinitat die effiziente Aufnahme von apoplastischer Saccharose vermittelt und als
Virulenzfaktor beschrieben werden konnte (Wahl et al., 2010). Die transkriptionelle
Induktion der diversen Transportproteine, sowie die Ballon-artigen OberflachenvergréfRer-
ungen, insbesondere der Hyphenspitzen, legen demnach eine Haustorien-dhnliche
Funktion nahe, um die Nahrstoffversorgung des Pilzes in den Leitblindelgeweben
sicherzustellen. Interessanterweise konnten diese Haustorien-dhnlichen Strukturen nicht
bei Hyphen identifiziert werden, die innerhalb des Mesophyligewebes wuchsen.
Gleichzeitig wurden 5-6 dpi vereinzelt Autofluoreszenzsignale im Mesophyllgewebe
beobachtet. Dies kdnnte darauf zurtckzuflhren sein, dass sich U. hordei hier nicht
ausreichend mit Nahrstoffen versorgen kann und Hyphenareale absterben. Diese kdnnten
wiederum als Elizitoren zur Aktivierung des pflanzlichen Immunsystems flhren, wodurch
es zu lokalen Abwehrreaktionen kommt.

Trotz der ,artifiziellen’ Infektionsmethode zeigen sich die Blattinfektionen erfolgreich, da in
ca. 15% der hervortretenden Ahren Sporen differenziert werden (nicht gezeigt). Hier
kénnen jedoch keine vergleichenden Schlisse uber die Effizienz der Sporenbildung
getroffen werden, da ahnliche Studien nach Koleoptilen-Infektion fehlen. Entgegen der
durch Hu et al., (2002) getroffenen Aussage, dass U. hordei nicht in der Lage sei
Gerstenpflanzen auch in spateren als dem Koleoptilen-Stadium erfolgreich infizieren zu
kénnen, zeigt diese Arbeit, dass Blattinfektionen ebenfalls zur erfolgreichen Infektion
durch U. hordei fuhren und eine gute Basis zur Untersuchung pathogenitats-relevanter

Fragestellungen bilden.

3.2 U. hordei unterdriickt aktiv pflanzliche Abwehrreaktionen

Eine erfolgreiche Infektion setzt voraus, dass pflanzliche Abwehrreaktionen, insbesondere
programmierter Zelltod, vermieden werden. Dies ist in der biotrophen Interaktion von
U. hordei und Gerste der Fall. Zudem konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um

einen aktiven Prozess seitens des Pilzes handelt, da PAMP-induzierter Zelltod im
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Blattgewebe unterdrickt werden kann. Hier ware alternativ denkbar gewesen, dass
U. hordei Abwehrreaktionen nicht unterdriickt, sondern sich erfolgreich maskiert, sodass
diese nicht ausgeldst werden. Dies konnte ahnlich ablaufen wie bei C. fulvum, wo die
beiden sekretierten Effektoren Avr4 und Ecp6 durch Bindung an Chitin eine PAMP-
Perzeption verhindern (van den Burg et al., 2004; de Jonge und Thomma, 2009; de Jonge
et al.,, 2010). Ein ahnlicher Mechanismus wurde auch im M. oryzae/Reis-Pathosystem
gezeigt (Mentlak et al., 2012). Naturlich ist nicht ausgeschlossen, dass ein vergleichbarer
Mechanismus auch an einer U. hordei-Infektion beteiligt ist. Fir ein sekretiertes LysM-
Protein aus U. maydis (Um11464) konnte jedoch bislang keine direkte Bindung an Chitin
bestatigt werden (Nancy Stolle; pers. Mitteilung). Ein entsprechendes U. hordei-Ortholog
(UH_03469) zeigt zu allen getesteten Zeitpunkten eine mindestens 2-fache, transkrip-
tionelle Induktion (Mathow, 2011).

Die aktive Suppression pflanzlicher Immunreaktionen durch U. hordei impliziert jedoch,
dass sekretierten Effektoren, neben einer mdglichen Maskierung, an der Manipulation des
pflanzlichen Abwehrsystems beteiligt sind. Bislang konnte jedoch einzig das konservierte
Effektorprotein Pep1 charakterisiert und als essentieller Virulenzfaktor beschrieben
werden (Doehlemann et al., 2009; Hemetsberger et al., 2012). Fir einen erfolgreichen
Infektionsprozess ist jedoch die Aktivitat einer Vielzahl von Effektoren nétig.

Zur detaillierteren Analyse der wahrend einer Infektion ablaufenden Prozesse, wurden
Microarray-basierte  Transkriptomanalysen durchgefihrt, welche Einblicke in die
molekularen Abldufe wahrend der kompatiblen U. hordei/Gerste-Interaktion (20 hpi, 40
hpi, 3 dpi, 6 dpi), sowie der inkompatiblen Interaktion von Gerste mit der pep7-Deletions-
mutante und der inkompatiblen Nicht-Wirt-Interaktion von U. hordei mit Mais geben
konnten (Mathow, 2011; D. Mathow und G. Déhlemann, pers. Mitteilung). Anhand der
erhaltenen Expressionsprofile wurden 18 Kandidatengene fir Deletionsstudien ausge-
wahlt um deren potentielle Rolle wahrend der Virulenz von U. hordei zu untersuchen. Da
die Etablierung einer biotrophen Interaktion die Suppression von Abwehrreaktionen
voraussetzt, missen Effektoren die mit dem Immunsystem interferieren zum Zeitpunkt der
Penetration aktiviert und sekretiert werden. Daher war ein Hauptkriterium zur Auswahl der
Kandidatengene die starke Induktion wahrend der beiden friihen Zeitpunkte (20 hpi; 40
hpi). Hier erwartet man somit hauptsachlich Virulenzfaktoren, welche die Abwehr unter-
dricken um eine biotrophe Interaktion zu erméglichen. Durch die im Verlauf der Infektion
induzierten Transportproteine konnte gezeigt werden, dass neben der Aufrechterhaltung
der Biotrophie auch der Nahrstoffversorgung eine bedeutende Rolle zukommt. Eine stark
induzierte Genexpression in den beiden spateren Zeitpunkten war somit ebenfalls ein
Kriterium zur Selektion der Kandidatengene. Eine dritte Gruppe an Genen wurde aus-

gewahlt aufgrund der, im Vergleich zur kompatiblen Interaktion, stark veranderten Gen-
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expression wahrend der inkompatiblen Interaktionen. So finden sich unter den 18 Kandi-
daten beispielsweise 7 Gene deren Expression bei einer Infektion mit Apep?1 jeweils
komplett ausgeschaltet ist und somit in direktem Zusammenhang mit Pep1 stehen. Neben
diesen Kriterien wurde zudem darauf geachtet, ob eine potentielle Funktion vorausgesagt
werden konnte oder ob die jeweiligen Gene ein Ortholog in U. maydis aufweisen. Zusatz-
lich wurde das zu U. maydis pit2 orthologe U. hordei-Gen (UH_02064) ausgewahlt, da fir
das Effektorprotein Pit2 eine Rolle als Protease-Inhibitor gezeigt werden konnte und es
als essentieller Virulenzfaktor fungiert (Doehlemann et al., 2011; Mueller et al., 2013).
Finf der 30 verifizierten Deletionsmutanten wiesen trotz korrekter Ergebnisse in der PCR-
basierten Analyse eine Expression des Kandidatengens auf. Dabei erreicht die Gen-
expression von AUH_03322_2 und AUH_14478_1-3 jeweils etwa 50% der regularen
Expression (Abb. 13). Dies liegt moglicherweise daran, dass es sich bei einem der beiden
Kreuzungspartner zwar um eine Deletionsmutante handelt, der andere Kreuzungspartner
womdglich aber weiterhin eine funktionelle Version des Kandidatengens tragt.
Deletionsstudien in U. maydis konnten zeigen, dass Infektionen mit knock out-Mutanten
der Gene um01820 (Ortholog zu UH_02700) und um03201 (Ortholog zu UH_04984)
keinerlei Veranderung des Phanotyps hervorrufen, wahrend die Deletion der potenziellen
Pseudouridin-Synthase c in U. maydis (um03924; Ortholog zu UH_05948) eine reduzierte
Oberflachenhydrophobizitat des Pilzes verursacht. Uber eine mégliche Auswirkung auf die
Pilzbesiedelung der entsprechenden U. hordei-Deletionsmutanten kann jedoch bislang
keine Aussage getroffen werden. Die Deletion des U. maydis Gens um03274 zeigt
hingegen einen fast apathogenen Virulenzphénotyp. In diesem Zusammenhang zeigt
auch die Pflanzeninfektion der AUH_05101-Mutanten eine starke Reduktion der Pilzbesie-
delung im infizierten Blattgewebe. Zwar fehlen weitere biologische Replikate, das
vorlaufige Ergebnis zeigt jedoch im direkten Vergleich zur Wildtyp-Infektion eine ahnlich
starke Reduktion (AUH_05101_1: 27%; AUH_05101_2: 23%; AUH_05101_3: 11%) wie
die apathogene pep7-Deletionsmutante (15%). Dass diese trotz ihres Pathogenitats-
defekts immernoch 15% relative Pilzbesiedelung im Vergleich zur Wildtyp-Infektion zeigt,
ist moglicherweise auf die Analysemethode zuriickzufihren. Ein Grofteil der applizierten
Sporiden verbleibt auf der Blattoberflache ohne infektidse Strukturen auszubilden. Daher
werden die Blatter mit 1% Tween20 abgewaschen um dieses Pilzmaterial zu entfernen.
Dabei kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass weiterhin ein gewisses Mal} der
fur die Quantifizierung analysierten Pilz-DNA von der Blattoberflache stammt. Dennoch
eigent sich diese Methode zur ersten Untersuchung eines potentiellen Besiedelungs-
defekts, muss jedoch durch weitere Ansatze, wie beispielsweise einer detaillierten

mikroskopischen Analyse, erganzt werden.
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Zusatzlich konnte eine Reduktion der Pilzbesiedelung bislang fir vier weitere
Deletionsmutanten gezeigt werden (AUH_04865, AUH_08049, AUH_16458 und Apit2),
die alle zwischen 25% und 50% weniger Pilz-DNA im Blattgewebe aufwiesen als eine
Infektion mit der Wildtyp-Kreuzung. Orthologe fur UH_08049 und UH_16458 fehlen in
U. maydis und um03105 als Ortholog zu UH_04865 wurde bislang nicht deletiert, weshalb
hier kein Vergleich angestellt werden kann. Eindeutige Parallelen sind aber zwischen
U. hordei Apit2 und U. maydis Apit2 erkennbar. Fur U. maydis Apit2 konnte beschrieben
werden, dass die Mutante normal penetrieren kann und auch 2 dpi eine mit dem Wildtyp
vergleichbare Proliferation zeigt. Allerdings konnte 8 dpi keine deutliche Zunahme der
Pilzbesiedelung beobachtet werden (Doehlemann et al., 2011). Demnach zeigt sich bei
U. maydis Apit2, genau wie bei U. hordei Apit2 (50%) eine reduzierte Pilzbesiedelung im
Blattgewebe. Bei Pit2 (U. maydis) handelt es sich um einen Inhibitor mehrerer apoplas-
tischer Cysteinproteasen, wodurch der Effektor in die SA-abhangige Immunabwehr
eingreift. Die inhibitorische Funktion geht hierbei auf ein 14 Aminosaure langes
Sequenzmotif, die PID14 (protease inhibitor domain), zurick, deren Deletion zum fast
vollstandigen Verlust der Virulenz und dem fiir Apit2 charakteristischen Phanotyp fiihrt
(Mueller et al., 2013). Diese spezifische PID14 ist neben U. hordei Pit2 auch in
Orthologen anderer verwandter Brandpilze konserviert. Daher ist anzunehmen, dass
U. hordei Pit2 und U. maydis Pit2 gleiche oder &hnliche Aufgaben erfillen.

Ein vielversprechender Kandidat mit potentieller Virulenz-relevanter Funktion war auch die
sekretierte Metalloprotease UH_07510. Diese weiRt groRe Ahnlichkeit zur Mep1 Metallo-
protease von Coccidioides posadasii auf. Dieser humanpathogene Ascomycet verursacht
die als Talfieber bekannte Kokzidioidomykose, bei deren Infektionsverlauf Mep1 eine
zentrale Pathogenitats-relevante Rolle spielt. Die sekretierte Metalloprotease sorgt fiir den
Abbau des Oberflachenantigens SOWgp, wodurch die pilzlichen Endosporen nicht vom
Immunsystem detektiert werden kdnnen (Hung et al., 2005). Allerdings hat die Deletion
von UH_07510 keinen Einfluss auf die Blattbesiedelung durch U. hordei. Daher ist eine
Virulenz-relevante Funktion dieses Effektors unwahrscheinlich. Bei AVR-Pita, einem
Avirulenzprotein des Reisbranderregers Magnaporthe oryzae handelt es sich ebenfalls
um eine Metalloprotease (Jia et al., 2000), die auf DNA-Basis eine 32%ige
Sequenzidentitdt mit UH_07510 aufweist. Daher ist nicht auszuschlieRen, dass
UH_07510 einen Avirulenzfaktor von U. hordei darstellt. Im entsprechenden Gersten-
kultivar wirde bei Infektion der Deletionsmutante folglich keine Erkennung durch das
korrespondierende R-Protein stattfinden. Anhand der Pilzbesiedelung kann jedoch nicht

auf eine Virulenz-relevante Funktion geschlossen werden.
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AuRerdem sind fir U. hordei-Effektoren diverse weitere Funktionen denkbar, um mit dem
pflanzlichen Immunsystem zu interferieren. Als Orientierungspunkte dienen hier bereits
beschriebene Effektoren anderer phytopathogener Mikroorganismen. Fir P. syringae
konnte gezeigt werden, dass sekretierte Effektorproteine beispielsweise als Cystein-
proteasen (AvrRpt2, HopN1 und AvrPphB) (Axtell und Staskawicz, 2003; Mackey et al.,
2003; Shao et al., 2003; Kim et al., 2005; DeYoung et al., 2012; Rodriguez-Herva et al.,
2012), als Proteinphosphatase (HopPtoD2) (Bretz et al., 2003) oder als Phosphothreonin-
Lyase (HopAl1) (Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2012) agieren. Ebenfalls denkbar ware
eine Art TAL-Effektoren wie in Xanthomonaden oder das Eingreifen in die pflanzliche
Exocytose, ahnlich der Funktion des P. infestans-Effktors AVRbIb2, sodass eine An-
reicherung apoplastischer Abwehrkomponenten ausbleibt. Zudem gibt es diverse Punkte
der intrazellularen Signalweiterleitung, an denen Abwehrreaktionen erfolgreich supprimiert
werden kénnen. Nicht zuletzt ist die direkte Suppression von programmiertem Zelltod
denkbar, was ebenfalls bereits mehrfach gezeigt werden konnte. Neben der Funktion von
P. syringae AvrPtoB als E3-Ubiquitinligase, die den spezifischen Abbau der Zelltod-
induzierenden Kinase Fen vermittelt (Abramovitch et al., 2003; Jamir et al., 2003; de
Torres et al., 2006), ist beispielsweise auch der cytoplasmatische P. infestans Effektor
Avr3a in der Lage PCD zu unterdriicken indem er das pflanzliche Ubiquitin/Proteasom-
System manipuliert (Armstrong et al., 2005; Vleeshouwers et al., 2006; Gonzalez-
Lamothe et al., 2006; Bos et al., 2006; Bos et al., 2009). Das Ausbleiben einer Zelltod-

antwort nach U. hordei-Infektion deutet jedenfalls auf effiziente Zelltodsuppressoren hin.

3.3 U. maydis und pep71-Deletionsmutanten sind inkompatible
Gersten-Pathogene

Kompatibilitat erfordert ein komplexes Zusammenspiel von Effektoren die der Unter-
driickung der Pflanzenabwehr dienen und Effektoren die das metabolische Umprogram-
mieren der Wirtspflanze vermitteln. Bereits einzelne Effektoren kénnen jedoch Uber Erfolg
oder Misserfolg einer Interaktion entscheiden. So fuhrt beispielsweise die Erkennung
eines Avr-Proteins durch ein R-Protein zur erfolgreichen Resistenz der Wirtspflanze.
Genauso kann die Deletion eines einzelnen Effektors tber Kompatibilitat oder Inkompa-
tibilitat entscheiden. Dies ist bei Apep1 der Fall. Wahrend einer Wildtyp-Infektion fungiert
Pep1 als Inhibitor apoplastischer Peroxidasen, sodass deren Aktivitdt und damit die
Deposition von Callose und der ,oxidative burst’ im Rahmen der Immunantwort unter-
druckt werden. Die Deletion des Effektors fuhrt hingegen zur erfolgreichen Aktivierung der
Abwehrmaschinerie und es kommt zur Papillenbildung an der Penetrationsstelle, sowie

einer lokalen H,O,-Antwort die in programmiertem Zelltod der attackierten Zelle resultiert.
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Die Interaktion mit Apep7-Mutanten ist daher inkompatibel, was sowohl fiir das U. hordei/
Gerste-Pathosystem, als auch fur das U. maydis/Mais-Pathosystem guiltig ist.
Inkompatibilitdt besteht auch in einer sogenannte Nicht-Wirt-Interaktion (NHI; non-host
interaction). Hierbei trifft ein Pathogen auf eine Wirtspflanze, fur die es nicht ausreichend
adaptiert ist. Ein Grund hierfir kann sein, dass die Effektoren nicht in der Lage sind das
Immunsystem der Pflanze zu unterdricken, wordurch es zu einer Zelltodantwort kommt.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass U. hordei eine normale biotrophe Interaktion
mit Gerste etabliert, wahrend U. maydis eine typische Nicht-Wirt-Resistenz (NHR; non-
host resistance) induziert. Die U. maydis Apep1-Mutante verhalt sich hingegen genauso
wie die U. hordei Apep1-Mutante. Damit beruhen die durch U. maydis Apep1 induzierten
Abwehrreaktionen interessanterweise auf der Effektordeletion und nicht auf der Tatsache,
dass es sich um ein Nicht-Wirt-Pathogen handelt. Es besteht also folglich ein
grundlegender Unterschied zwischen der inkompatiblen Interaktion mit Apep7-Mutanten
und der inkompatilen Interaktion mit U. maydis. Wahrend Appressorienbildung und
Penetrationseffizient keinen unterschied zeigen, lasst sich dieser Tatbestand bereits
durch die Viabilitét infizierter Zellen zeigen, welche nach U. maydis-Infektion signifikant
geringer ist als nach Apep7-Infektionen. Gleichzeitig konnte dies auch anhand der
makroskopischen Infektionssymptome gezeigt werden, da eine Infektion mit Apep7-
Mutanten, ahnlich einer U. hordei-Infektion, lediglich in lokalen chlorotischen Lasionen
resultiert. Eine U. maydis-Infektion fuhrt dagegen zu flichendeckenden Chlorosen und
starken nekrotischen Lasionen. Teilweise ist ein ,runaway cell death’ zu beobachten, der
nach Apep1-Infektion nicht auftritt. Dies korreliert auch mit der Wachstumsretardation der
Gerstenpflanzen, die aufgrund des biotischen Stresses durch die Pilzinfektion resultiert.
Um die Uberlebensrate unter Stressbedingungen zu maximieren, kommt es durch
Umverteilung von Energie und Rohstoffen zwischen verschiedenen physiologischen
Prozessen zu einer Reduktion des pflanzlichen Metabolismus, der zur beobachteten
Verlangsamung des Wachstums fihrt (Bohnert et al., 1995; Heil und Baldwin, 2002;
Burdon und Thrall, 2003). Andererseits sorgt aber auch der Verlust von Nahstoffen an das
Pathogen zur Einschrankung des Metabolismus in betroffenen Arealen. Daher zeigt auch
die kompatible Interaktion mit U. hordei verklrzte Blattlangen im Vergleich zu mock-
infizierten Kontrollpflanzen, die &hnlich stark ausgepragt sind wie bei Apep1-infizierten
Pflanzen. Den gréBten Effekt zeigen jedoch auch hier U. maydis-infizierte Pflanzen.

Durch Infektion von BI-1 Uberexprimierenden Pflanzen konnte schlieRlich verdeutlicht
werden, dass sich die Inkompatibilitat bei U. maydis von der Inkompatibilitat nach Apep17-

Infektion anhand der induzierten Zelltodmechanismen unterscheidet, da die B/-1 Uber-
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expression einen positiven Einfluss auf U. maydis-Infektionen nimmt, wahrend Infektionen
mit den Apep1-Mutanten ohne Effekt bleiben.

Die Penetrationseffizienz durch U. maydis war bei BI-1 UE-Pflanzen mehr als doppelt so
hoch wie in Kontrollpflanzen und auch epidermale H,O,-Bildung und Zelltod-Induktion
waren stark reduziert. Ein vergleichbares Phanomen konnte bei Infektionen mit Gersten-
mehltau beobachtet werden. In mlo-resistenten Gerstenpflanzen reagiert das Immun-
system mit effektiver Papillenbildung auf Penetrationsversuche von Blumeria graminis f.
sp. hordei (Bgh), sodass der Pilz am Eindringen in das Pflanzengewebe gehindert wird.
Die Uberexpression von BI-1 in mlo-Pflanzen vermittelt auch hier eine signifikante
Steigerung der Penetrationseffizienz von Bgh von etwa 5% auf ca. 20% (Huckelhoven et
al., 2003; Eichmann, 2005; Eichmann et al., 2006). Zudem konnte gezeigt werden, dass
eine Uberexpression von BI-1 gleichzeitig auch die Abwehr-spezifische H,Ox-Antwort
veringert, da in signifikant weniger attackierten Zellen eine Akkumulation von H,O, detek-
tiert werden konnte (Eichmann, 2005). Gleiches gilt ebenfalls fur die NHI von Gerste mit
dem Erreger des Weizenmehltau Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt) (Eichmann et al.,
2004; Eichmann, 2005; Eichmann et al., 2006). Allerdings beschrankt sich die Unter-
driickung der NHR durch BI-1 offenbar auf die epidermale Immunantwort, da U. maydis-
Hyphen im Mesophyllgewebe erkannt werden und dort Zelltod ausldosen. Auch dieser

Befund deckt sich mit den Beobachtungen bei Gersteninfektionen mit Bgt.

3.4 Nicht-Wirt-Resistenz resultiert aus Apoptose-ahnlichem Zelltod

Da BI-1 Teil der apoptotischen, bzw. einer Apoptose-ahnlichen Zelltod-Maschinerie ist
(siehe auch Abb. 4) (Xu und Reed, 1998; Hickelhoven et al., 2004; Watanabe und Lam,
2009; Ishikawa et al., 2011), muss es sich demnach bei Zelltod im Rahmen der NHI um
einen Apoptose-ahnlichen Mechanismus handeln. Um dieser Vermutung nachzugehen,
wurde ein enzymatischer Caspase-Aktivitdtstest mit Proteinextrakten infizierter Blatter
durchgeflihrt, da Caspase-Aktivitat eines der charakteristischen Merkmale apoptotischen
Zelltods ist. Allerdings wurden bislang, trotz der vollstdndigen Sequenzierung diverser
Genome, keine Caspase-Homologe in Pflanzen identifiziert. Jedoch wurden zwei
Gruppen Caspase-ahnlicher Proteasen (CLPs; caspase-like proteases) beschrieben, fur
die Caspase-ahnliche Funktionen gezeigt werden konnten: Cystein-Endopeptidasen und
Serin-Endopeptidasen (Rojo et al., 2004; Coffeen und Wolpert, 2004). Die Cystein-
Endopeptidasen umfassen Metacaspasen und ,vacuolar processing enzymes’ (VPESs), die
sich in ihren proteolytischen Eigenschaften unterscheiden (Xu und Zhang, 2009; Bozhkov
et al., 2010). Zwar weisen Metacaspasen eine vergleichbare Domanenstruktur zu

Caspasen auf (Uren et al., 2000) und ihre Aktivitdt kann durch Caspase-spezifische
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Inhibitorpeptide supprimiert werden, sie sind aber nicht Aspartat-spezifisch, sondern
spalten nach Arginin oder Lysin (Piszczek und Gutman, 2007; Enoksson und Salvesen,
2010). VPEs und Caspasen zeigen hingegen eine vergleichbare Spezifitat, wobei VPEs
zusatzlich C-terminal von Asparagin spalten kénnen (Hatsugai et al., 2004; Hara-
Nishimura et al., 2005). Allerdings lokalisieren alle vier bislang bekannten VPEs in der
pflanzlichen Vakuole und nicht wie Caspasen im Cytoplasma (Hara-Nishimura, 2005;
Piszczek und Gutman, 2007). In Hafer bzw. Tabak und Reis konnten zudem zwei
Gruppen von Serin-Endopeptidasen mit Caspase-ahnlicher Substratspezifitat beschrieben
werden, Saspasen und Phytaspasen (Coffeen und Wolpert, 2004; Chichkova et al., 2010;
Vartapetian et al., 2011). Demnach wurde auch Caspase-ahnliche Enzymaktivitat, wie die
hier untersuchte DEVDase-Aktivitat, bereits mehrfach beschrieben (del Pozo und Lam,
1998; Zhang et al., 2009; Fernandez et al., 2012; Han et al., 2012; Rodriguez-Serrano et
al., 2012). Mit Hilfe eines selektiven Substrats (Ac-DEVD-MCA), spezifisch fir die
Effektor-Caspase-3 (siehe auch Abb. 4) konnte gezeigt werden, dass 30 hpi einzig bei
Extrakten U. maydis-infizierter Blatter ein signifikanter Anstieg der Substratspaltung zu
verzeichnen war, der auf eine erhdhte Caspase-ahnliche Aktivitat schlieRen lasst. Diese
konnte ebenfalls spezifisch durch ein korrespondierendes Inhibitor-Peptid blockiert
werden. Demnach kommt es nach Infektion eines Nicht-Wirt-Pathogens zur spezifischen
Aktivierung von CLPs die im Rahmen eines Apoptose-adhnlichen Zelltod-Mechanismus
Substrat-spezifische Spaltung von Zielpeptiden vermitteln.

Zu den morphologischen Charakteristika von Apoptose gehdren unter anderem die
Kondensierung des Chromatins, das Schrumpfen der Zelle, DNA- laddering’, ,membrane
blebbing’ und das Entstehen apoptotischer Kérperchen (Vaux und Strasser, 1996;
Hengartner, 2000; Potten und Wilson, 2004). Einige dieser Merkmale finden sich ebenfalls
bei PCD in Pflanzen, wie beispielsweise Chromatinkondensierung, Zellkernfragmen-
tierung und das Schrumpfen der Zelle (Wang et al., 1996; Maraschin et al., 2005), welche
jedoch nicht fur die U. maydis/Gerste-Interaktion nachgewiesen werden konnten. TEM-
Aufnahmen konnten aber zusatzliche Aspekte von apoptotischem Zelltod aufzeigen. So
war in einem spaten Infektionsstadium eine Art Blasenbildung der Cytoplasmamembran
zu verzeichnen, die morphologisch an das ,membrane blebbing’ erinnert. Zudem kam es
zur frihen Ruptur der Tonoplastmembran, wodurch die hydrolytischen Enzyme der
Vakuole ins Cytoplasma freigegeben werden und dort den Abbau des Zellinhalts
vermitteln. Hierflir spricht auch, dass in der ,spaten’ Zelle neben der aufiergewohnlichen
Morphologie der Cytoplasmamembran, nahezu kein Zellinhalt mehr erkennbar war (vergl.
Abb. 24 E-G). Zuséatzlich konnten CeCl;-Prazipitate im Cytoplasma, in Mitochondrien und
der Zellwand nachgewiesen werden, was auf oxidativen Stress hindeutet. Auch hier

lassen sich Parallelen zur Apoptose aufzeigen, da es beim intrinsischen Signalweg durch
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die Porenbildung der dufleren Mitochondrienmembran und der daraufd resultierenden
Entlassung diverser pro-apoptotischer Faktoren ins Cytoplasma zur gleichzeitigen Inhibi-
tion der Atmungskette kommt, wodurch die Akkumulation von ROS verstarkt wird, es zu
grolRerem oxidativen Stress kommt und somit eine positive Rickkopplung zur Amplifika-
tion des apoptotischen Signals entsteht (Kroemer et al., 2007). Der Nachweis von H,0; in
Mitochondrien und dem Cytoplasma ist demnach ein weiterer Hinweis auf apoptotischen
Zelltod, da die funktionelle Stérung der Mitochondrien und die Freigabe von Cytochrom c
ins Cytoplasma auch bei Stress-vermitteltem Zelltod in Pflanzen beschrieben wurde
(Reape et al., 2008; Reape und McCabe, 2008). Die Infektion von Gerste mit U. maydis

fuhrt demnach zu epidermalem, Apoptose-ahnlichem Zelltod.

3.5 Autophagie geht einher mit Apep7-Infektionen

Ein Bl-1-unabhangiger Zelltod-Mechanismus wird durch Autophagie beschrieben. Zwar
handelt es sich hierbei hauptsachlich um einen Prozess zum kontrollierten Abbau von
Zellbestandteilen, spielt aber auch eine grolRe Rolle bei Abwehrreaktionen gegeniber
Pathogenen (Liu et al., 2005; Seay et al., 2006; Hofius et al., 2009; Hofius et al., 2011).
Jedoch konnte bislang noch nicht eindeutig determiniert werden, ob Autophagie im
Rahmen der Pflanzenabwehr eine ,pro-survival’- oder eine ,pro-death’-Funktion einnimmt.
Klar ist jedoch, dass PCD oftmals viele morphologische Charakteristika von Autophagie
aufweist (Bassham, 2007; Hofius et al., 2011). Hierzu gehéren in erster Linie die
typischen Autophagosomen, welche mittels mikroskopischer Techniken nachgewiesen
werden kénnen (Klionsky et al., 2008).

So konnten sowohl MDC-Farbungen, als auch TEM-Aufnahmen die Anwesenheit von
Autophagosomen nach Infektion mit der U. hordei und U. maydis Apep1-Mutante bestati-
gen, wahrend weder in U. hordei-, noch in U. maydis-infizierten Zellen Hinweise fir
Autophagie detektierbar waren. Die Quantifizierung penetrierter Zellen mit angefarbten
autophagischen Vesikeln hat zudem ergeben, dass nach Infektion mit den Wildtyp-
Stdmmen von U. hordei und U. maydis jeweils nur eine gerine Anzahl der Zellen (5,5-
7,5%) Autophagosomen aufzeigen. Dies entspricht moglicherweise der basalen Aktivitat
zur Remobilisierung von Nahrstoffen. Dementgegen steht die signifikante Induktion von
Autophagie in jeweils mehr als 80% der durch Apep7-attackierten Zellen. Ein ahnliches
Resultat konnte fur das U. maydis/Mais-Pathosystem beschrieben werden. Hier interagiert
der konservierte Bereich des Effektorproteins Tin3 mit dem Autophagie-Protein Beclin1,
wodurch es zur Unterdrickung von Autophagie kommt. Wildtyp-infizierte Pflanzen zeigen
daher lediglich eine basale Induktion von etwa 7%. Hingegen flhren Infektionen mit der

Effektordeletionsmutante zur Induktion von Autophagie in 72% der Falle (Neidig, 2013).
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Dass trotz des eindeutigen mikroskopischen Nachweises von Autophagosomen keine
transkriptionelle Induktion der getesteten ATG-Gene in Apep7-infizierten Blattbereichen
nachzuweisen war, liegt mit groRer Wahrscheinlichkeit an einem sehr starken Verdlin-
nungseffekt. Bedenkt man, dass nur ca. 13% der ausgebildeten Appressorien in einer
Penetration enden, wird deutlich, dass Uberhaupt nur sehr wenige Zellen infiziert sind.
Setzt man diese Zellen in ein Verhdltnis mit Zellen des Blattgewebes in denen keine
Autophagie stattfindet, so ist der Anteil an Autophagie-positiven Zellen sehr gering. Daher
besteht die Moéglichkeit, dass Markergene zwar effizient induziert werden, jedoch nicht
detektiert werden kdnnen. Ein Lésungsansatz bietet hier die Infektion der Koleoptile, da
das Schutzorgan neben oberer und unterer Epidermis lediglich aus einer limitierten
Anzahl Mesophylizellen besteht. Bei einer gleichen Infektionsrate wiirde demnach ein
wesentlich gunstigeres Verhaltnis zwischen infizierten und nicht-infizierten erzielt und der
Verdunnungseffekt kdnnte dadurch minimiert werden. Gleiches gilt fur die Expression der
getesteten Callose-Synthase.

Neben der Frage nach der ,pro-survival’- oder der ,pro-death’-Funktion konnte zudem
bislang noch nicht ausreichend aufgeklart werden, ob Autophagie aktiv oder passiv an
programmiertem Zelltod beteiligt ist. Daher sind mehrere Szenarien denkbar um
Autophagie mit PCD als Folge von Pathogenattacken zu verknipfen.

Liu et al. (2005) konnten die zellschutzende Funktion von Autophagie durch die
Eingrenzung HR-induzierten Zelltods beschreiben. Hierbei kommt es zum Autophagie-
vermittelten Abbau von H,O,-toxifizierten Zellen, bzw. Zellbestandteilen wodurch ein
Ausbreiten des Zelltod-induzierenden Signals verhindert wird. In diesem Fall hatte
Autophagie eine ,pro-survival-Funktion. Es ist also durchaus denkbar, dass Autophagie
im Rahmen einer Apep1-Infektion ebenfalls dazu dient die Zelltodreaktion einzugrenzen.
Hierflr spricht, dass es im Gegensatz zur NHI nur zu einer lokalen Zelltodantwort kommt,
obwohl die Akkumulation von H,0, als Antwort auf Apep 7-Infektion gezeigt werden konnte
(Doehlemann et al.,, 2009). Hierbei handelt es sich jedoch um eine extrazellulare
Akkumulation. Aus diversen Krebszellstudien ist bekannt, dass durch extrazellulare ROS
Autophagie induziert wird (Li et al., 2012). Indizien hierfur gibt es auch bei Pflanzen, da
beispielsweise die ektopische Zugabe von ROS Autophagie in Tabakpflanzen induziert
(Hayward und Dinesh-Kumar, 2011). Daher besteht ebenso die Moglichkeit, dass der
apoplastische ,oxidative burst’ nach Apep7-Infektion auslésender Stimulus der
beschriebenen Autophagie ist. Durch Hofius et al. (2009) wurde eine ,pro-death’-Funktion
von Autophagie beschrieben, da das genetische Ausschalten verschiedener ATG-Gene in
A. thaliana zur Suppression von HR-induziertem Zelltod als Antwort auf eine Avr/R-

Interaktion fuhrte. In diesem Beispiel ist Autophagie somit der ausfihrende Mechanismus
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der zum gezielten Eliminieren der attackierten Zelle fuhrt. Allerdings scheint es sich beim
Apep1-Phanotyp nicht um HR-induzierten Zelltod zu handeln, zumal der frihe Zeitpunkt
der Abwehrinduktion ebenfalls gegen dieses Szenario spricht. Des weiteren gilt
Xenophagie als Teil des funktionellen Immunsystems in tierischen Zellen (Levine und
Deretic, 2007). Hierbei dient Autophagy dem gezielten Abbau intrazellularer Pathogene.
Dies ist allerdings im Fall einer Ustilago-Infektion nicht méglich. Dennoch wéare denkbar,
dass in einem ahnlichen Prozess nicht das Pathogen selbst, sondern dessen
cytoplasmatische Effektoren zielgerichtet aus der betroffenen Zelle entfernt werden,
wodurch die Suppression des Immunsystems ausbleiben wiirde. Autophagie ware folglich
jedoch nur eine Begleiterscheinung des induzierten Zelltods. Zwar besteht die
Médglichkeit, dass ein solcher Mechanismus als Teil der pflanzlichen Immunantwort
fungiert, erklart jedoch nicht die signifikante Induktion von Autophagie nach Apep1-
Infektion. Genauso miuissten demnach Autophagosomen in jeder penetrierten Zelle
nachweisbar sein, was zumindest in U. hordei- und U. maydis-infizierten Zellen nicht der
Fall ist. Jedoch lasst sich diese Hypothese mit einem weiteren Szenario verbinden,
namlich der aktiven Effektor-vermittelten Suppression von Autophagie als Teil der basalen
Immunabwehr. In tierischen Systemen konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass
sogenannte Toll-dhnliche Rezeptoren (TLRs; Toll-like receptors) durch die Induktion
spezifischer Signalwege an der direkten Kontrolle des Autophagie-Mechanismus beteiligt
sind (Xu et al., 2007; Lee et al., 2007; Sanjuan et al., 2007; Delgado et al., 2008; Delgado
und Deretic, 2009). TLRs beschreiben eine Gruppe von PRR-Membranrezeptoren und
spielen daher eine zentrale Rolle bei der unspezifischen Erkennung von Pathogenen und
der damit verbundenen Induktion der Immunabwehr (Delgado und Deretic, 2009).
Demnach wird die Autophagie-Maschinerie einer PAMP-Perzeption folgend induziert und
muss mittels spezieller Effektoren inhibiert werden, wodurch es sich hier ebenfalls um
eine ,pro-death’-Funktion handelt. Ein Beispiel hierfir ist der IcsB-Effektor von Shigella
flexneri, dem medizinisch-relevanten Erreger der Bakterienruhr. IcsB interferiert hier mit
der direkten Interaktion des Autophagie-Proteins Atg5 und dem Shigella-Oberflachen-
protein VirG, wodurch eine Induktion von Autophagie ausbleibt. lcsB-Mutanten werden
hingegen vom Immunsystem erkannt und per Xenophagie eliminiert (Ogawa et al., 2005).
Hinweise darauf, dass ein vergleichbarer Prozess in Pflanzen vorliegt, konnte mittels
Microarrray-basierten Transkriptomanalysen im Rahmen der AtGenExpress Initiative
(www. arabidopsis.org) gezeigt werden. Hier wurden A. thaliana-Pflanzen mit verschie-
denen PAMPs stimuliert und auf die transkriptionelle Induktion Autophagie-relevanter
Gene untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der pflanzlichen
Immunabwehr in der Induktion von 40% aller in A. thaliana bekannten ATG-Gene

resultiert (Lenz, 2011). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass A. thaliana atg-Mutanten
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eine gesteigerte Suszeptibilitit gegenuber dem nekrotrophen Pathogen Alternaria
brassicicola zeigen, da es durch Autophagie nicht mehr zur Einddmmung der HSTs
kommt und eine Infektion daher in ,runaway cell death’ resultiert. In der gleichen Studie
konnte Autophagie zudem eine Rolle bei der Kontrolle der SA-Hombéostase zuge-
schrieben werden, sodass es durch erhohte Mengen des Phytohormons in atg-Mutanten
zur verstarkten Resistenz gegenuber biotrophen Pathogenen kommt (Lenz et al., 2011).
Demnach fihrt PAMP-Perzeption auch in Pflanzen zur Aktivierung der Autophagie-
Maschinerie und ist Teil der basalen Immunabwehr. Dies wurde auch in Sclerotinia
sclerotiorum gezeigt. Der nekrotrophe Pilz sekretiert das nicht-spezifische Phytotoxin
Oxalsaure (OA,; oxalic acid), wodurch es zur Induktion von sich verbreitendem Apoptose-
ahnlichem Zelltod kommt (Kim et al., 2008; Williams et al., 2011). OA-Mutanten die nicht
in der Lage sind OA zu produzieren haben einen apathogenen Phanotyp und flihren zu
einem lokalen ,oxidative burst’, verbunden mit Callose Deposition und der Induktion von
phenolischen Substanzen, Reaktionen die normalerweise durch OA supprimiert werden
(Williams et al., 2011). Mittels mikroskopischer, chemischer und revers-genetischer
Ansatze konnte nun gezeigt werden, dass der aus diesen Abwehrreaktionen resultierende
lokale Zelltod Autophagie-vermittelt ist und ein initiales Ausbreiten des Pilzes im Gewebe
verhindert, sodass dieser nicht in der Lage ist sein nekrotrophes Wachstumsprogramm zu
starten (Kabbage et al., 2013).

Dass der konservierte Bereich des U. maydis Effektors Tin3 mit Beclin-1 interagiert und
Infektionen mit der Atin3-Mutante zur Ausbildung von Autophagosomen in infizierten
Zellen fihren (Neidig, 2013) spricht zudem daflir, dass Autophagie als Abwehrreaktion
durch Effektorproteine unterdriickt werden muss und kann.

Fur Pep1 wurde bislang keine Interaktion mit Komponenten der Autophagie-Maschinerie
gezeigt, da der Effektor aber direkt mit einer apoplastischen Peroxidse zur Suppression
des ,oxidative burst’ interagiert, ist eine zusatzliche Inhibiton von Autophagie eher
unwahrscheinlich. Der Autophagie-Phanotyp nach Apep1-Infektion lasst sich demnach fir
dieses Szenario nur mit der Tatsache erklaren, dass in den Microarray-basierten
Transkriptomanalysen diverse Effektoren identifiziert werden konnten, deren Induktion bei
einer Apep1-Infektion ausbleibt (Mathow, 2011). Somit kdnnte es sein, dass die Deletion
von pep1 zum gleichzeitigen Verlust der transkriptionellen Induktion eines oder mehrerer
Effektorproteine fiihrt, deren Aufgabe in der Suppression von Autophagie liegt.

Allerdings gibt dieses Szenario keinen Anhaltspunkt dartber, ob Autophagie in diesem
Fall die ausfuhrende Rolle bei der Eliminierung der Zelle GUbernimmt, oder nur einen
sekundaren Effekt des programmierten Zelltods darstellt um madglicherweise
wiederverwertbare Zellbestandteile zu ,recyceln’. Zur Untersuchung einer solchen

Fragestellung haben Shen und Codogno (2011) drei Kriterien vorgeschlagen, welche zur
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Definition von ,autophagic cell death’ erfiillt sein sollten: (i) der Zelltod erfolgt unabhéangig
von Apoptose, bzw. Apoptose-dhnlichem Zelltod; (ii) es kommt zu einer erhdhten
Abbaukinetik in der betroffenen Zelle und nicht nur zu Anreicherung autophagischer
Vesikel (welche nicht degradiert werden); (iii) die Suppression von Autophagie mittels
genetischer Ansatze oder chemischer Inhibitoren verhindert den programmierten Zelltod.

Nur wenn alle drei dieser Kriterien erfillt sind kann man folglich von Autophagie-

vermitteltem Zelltod sprechen.

3.6 Inkompatibilitat gegentiiber Apep71-Mutanten bzw. U. maydis beruht
auf PAMP- bzw. Effektor-vermittelter Inmunitat

Die Akkumulation von PR-Proteinen und die Anreicherung von reaktiven Sauerstoff-
spezies, insbesondere von H,0,, zadhlen zu den zentralen und wichtigsten Komponenten
der pflanzlichen Immunabwehr. Eine Infektion geht folglich mit der Induktion von PR-
Genen und der Produktion von Wasserstoffperoxid einher, Mechanismen die in einer
kompatiblen Interaktion inhibiert werden koénnen, wahrend sie bei Inkompatibilitat in
vollem Ausmaf zum Tragen kommen.

Beide Prozesse basieren auf der Akkumulation von Phytohormonen, vornehmlich jedoch
Salizylsaure (SA) und Jasmonsaure (JA), welche sowohl an der PAMP-vermittelten, als
auch an der Effektor-vermittelten Immunitat beteiligt sind und daher Schlisselfaktoren der
Abwehrregulation darstellen (Koornneef et al., 2008; Viot et al., 2009). So fuhrt die
Induktion der SA-Synthese, verbunden mit der SA-abhangigen Signaltransduktion, zur
Aktivierung verschiedener WRKY-Transkriptionsfaktoren, der Expression diverser PR-
Gene, sowie der Akkumulation von ROS (Dangl et al, 1996; Morris et al., 1998;
Glazebrook, 2005; Vot et al., 2009; Fernandes et al., 2013).

PR1 dient als etabliertes Markergen fur die Induktion SA-abhangiger Abwehrreaktionen,
sein Funktionsmechanismus ist jedoch unverstanden (Esfandiari et al., 2005; Seo et al.,
2008; van der Linde et al., 2012). Ein weiterer Marker fir SA-abhangige Abwehr ist PR10,
welches Homologien zu Ribonucleasen zeigt (Bufe et al., 1996), jedoch ebenfalls
funktionell nicht vollends verstanden ist (Fernandes et al., 2013).

WRKY-Proteine bilden eine Multigenfamilie Pflanzen-spezifischer Transkriptionsfaktoren
und besitzen ein charakteristisches Aminosaure-Motiv, die WRKY-Domane, welches an
spezifische DNA-Bereiche mit einer zentralen TTGAC-Sequenz (W-Box) bindet. Einige
der WRKY-Proteine sind an Entwicklungsprozessen beteiligt, aber ihre Hauptaufgabe liegt
in der Regulation von Reaktionen auf biotische und abiotische Reize (Pandey und
Somssich, 2009). In Gerste konnte fur WRKY1 und WRKY2 eine Rolle als Suszep-

tibilitatsfaktoren gezeigt werden, da die Uberexpression der Transkriptionsfaktoren zur
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erhéhten Anfélligkeit durch Gerstenmehltau fuhrt (Leib, 2005). WRKY22 ist hingegen ein
bislang nicht charakterisiertes Homolog des A. thaliana Transkriptionsfaktors WRKY41.
Fir AtWRKY41 konnte gezeigt werden, dass dessen Expression SA-abhangig bei der
HR-Reaktion nach Flagellin-Perzeption des Nicht-Wirt-Pathogens P. syringae pv. tabaci
induziert wird. Zusétzlich fiihrt die Uberexpression von AtWRKY41 zur verstarkten Resis-
tenz gegenuber dem kompatiblen Pathogen P. syringae pv. tomato (Higashi et al., 2008).
Alle drei HR-Marker, PR1, PR10 und WRKY22 sind nach Infektionen mit U. maydis stark
induziert, insbesondere 48 hpi. Nach Apep1-Infektion wird lediglich nach 24 Stunden eine
Induktion dieser Gene beobachtet, dies ist jedoch um ein Vielfaches schwacher als nach
U. maydis-Infektion. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei der Reaktion
gegenuber U. maydis-Infektion um eine hypersensitive Antwort handelt, nicht jedoch in
der Apep1-Interaktion.

Auch die H;O2-Antwort zeigt grofRe Unterschiede zwischen den inkompatiblen Inter-
aktionen. So konnte mit Hilfe des Xylenolorange-Assays zwar sowohl wahrend der Apep1-
Interaktionen, als auch in der U. maydis-Interaktion eine Akkumulation von H,O; in der
Apoplastenflissigkeit infizierter Blattbereiche nachgewiesen werden, Zeitpunkt und
Intensitat der Anreicherung waren jedoch sehr unterschiedlich. Die kompatible U. hordei-
Interaktion fuhrt im Verlauf der ersten 48 Stunden der Infektion zu einem leichten,
kontinuierlichen Anstieg der H,O,-Konzentration in der Apoplastenflissigkeit, die jedoch
keine Besonderheiten zeigt und mit groRer Wahrscheinlichkeit auf vereinzelte erfolgreich
abgewehrte Penetrationsversuche zuriickgeht oder auf der Erkennung von Pilzaggre-
gaten auf der Blattoberflache beruht. Hingegen kommt es nach Infektion mit den pep7-
Deletionsmutanten zu einem friihen ,oxidative burst’ 24 hpi, dessen Intensitat im weiteren
Verlauf wieder abnimmt, wahrend eine Infektion mit U. maydis in einem spater
auftretenden und dafiir wesentlich intensiveren ,oxidative burst’ resultiert. Verbindet man
dieses Phanomen mit der schematischen Darstellung zur reprasentativen Kinetik des
,oxidative burst’ (Abb. 3), lassen sich deutliche Parallelen erkennen. Demnach kdnnte
man, wenn auch in anderem zeitlichen Malstab, die beiden Maxima in der H;O,-
Anreicherung von Apep1- und U. maydis-Infektionen mit den Maxima der Phase | und
Phase |l des ,oxidative burst’ vergleichen. Phase | beschreibt die rapide Induktion von
ROS innerhalb weniger Minuten nach PAMP- / MAMP-Perzeption. Da eine Ustilago-
Infektion nicht synchron ablauft, beschreibt der 24 Stunden Zeitpunkt eine Art Mittel des
Zeitfensters in dem die Oberflachenpenetrationen stattfindet und somit die Pflanzen-
abwehr induziert wird. Demnach verkérpert die friihe H,O,-Antwort nach Apep 7-Infektion
einen PAMP-vermittelten ,oxidative burst’. Bei der Interaktion mit U. maydis kann in der

Apoplastenflissigkeit eine im Vergleich zu Apep 1-Infektionen spatere, verstarkte Akkumu-
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Abb. 27: PTl und ETI als Basis der inkompatiblen Interaktionen mit pep7-Deletionsmutanten
und dem Nicht-Wirt-Pathogen U. maydis. Die gemessenen H,O,-Konzentrationen der Ustilago/
Gerste-Interaktionen in Vereinbarung mit der Kinetik des ‘oxidative burst’ (blau gepunktete Linie)
und dem quantitativen Model der pflanzlichen Abwehrreaktionen (rote Pfeile). Details, siehe Text.
Y-Achse wurde relativiert. Siehe auch Abb. 2, 3 und 26. Uh WT: U. hordei; Uh Apep1: U. hordei
Apep1; Um WT: U. maydis; Um Apep1: U. maydis Apep1.

lation von H,O, beschrieben werden, die der Phase Il des ,oxidative burst’ entspricht.
Allerdings ist das zeitliche Verhaltnis zwischen Phase | und Phase II nicht mit dem von
Lamb und Dixon (1997) beschriebenen Modell Ubereinstimmend. Fur das U. maydis/Mais-
Pathosystem konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass der durch Hitze-inaktivierte U.
maydis-Zellen hervorgerufene, PAMP-vermittelte ,oxidative burst’ in Mais ebenfalls langer
andauert (Hemetsberger et al., 2012), wodurch die Zeitachse zu relativieren ist. Der friihe
,burst’ kann in der U. maydis-Interaktion hingegen erfolgreich unterdriickt werden und es
kommt zu keiner Akkumulation von H,O, zum 24 Stunden-Zeitpunkt.
Zusammengenommen implizieren diese Ergebnisse, dass die Inkompatibilitdt nach
Infektion der pep7-Deletionsmutanten auf eine PAMP-vermittelte Immunitat zurtickgeht,
wahrend die Inkompatibilitdt nach U. maydis WT-Infektion einer Effektor-vermittelten

Immunitat entspricht.

3.7 Model zur Zelltod-Induktion im Ustilago/Gerste-Pathosystem

Die Etablierung der kompatiblen, biotrophen Interaktion von U. hordei und Gerste beruht
auf einer Vielfalt von Effektoren die in der Lage sind Abwehrreaktionen des pflanzlichen
Immunsystems erfolgreich inhibieren zu kdénnen. Zwar kommt es zu Beginn der
Interaktion durch PAMP-Perzeption zu einer Induktion der Pflanzenabwehr, sémtliche
Reaktionen werden jedoch durch das ,core effectome’ unterdrickt. Demnach bleiben die

Deposition von Callose, die Akkumulation von H,0,, die Aktivierung von SA-abhangigen
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Transkriptionsfaktoren und PR-Genen, sowie die Induktion von programmiertem Zelltod
aus. Diese Suppression des pflanzlichen Immunsystems wird auch im Verlauf der
kompatiblen Interaktion aufrechterhalten und es kommt zur normalen Entwicklung des
Pathogens.

Anders verlauft hingegen die Interaktion von Gerste mit den inkompatiblen pep7-
Deletionsmutanten oder dem Nicht-Wirt-Pathogen U. maydis.

Im Fall einer Apep1-Infektion kommt es zu keiner Etablierung der biotrophen Interaktion.
Hier induziert die PAMP-Perzeption eine spezifische MAP-Kinase-Kaskade welche die
Induktion SA-abhangiger Abwehrreaktionen vermittelt. Gleichzeitig werden apoplastische
Klasse-lll-Peroxidasen aktiviert, welche die Anreicherung von ROS katalysieren und somit
einen apoplastischen ,oxidative burst’ initialisieren. Durch das Fehlen des ,core effectors’
Pep1 kann dieser Prozess nicht durch die Interaktion mit den Peroxidasen inhibiert
werden. Daher kommt es zu einer anhaltenden Akkumulation von apoplastischem Peroxid
und zur Induktion der Papillenbildung durch Lignifizierung der Zellwand und Deposition
von Callose. Die katalysierten ROS bilden als ,second messenger eine positive
Rickkopplung gegenliber den SA-induzierten Abwehrreaktionen, wodurch es zur
Synthese weiterer Peroxidasen kommt. Die extrazelluldre H,O,-Akkumulation zeigt zudem
toxische Wirkung gegenuber der Pilzhyphe, wobei jedoch auch angrenzende Zellareale in
Mitleidenschaft gezogen werden. Fur die Induktion der Autophagie sind zwei
Mechanismen wahrscheinlich. Zum einen kdnnen die extrazellularen ROS als Stimuli zur
Aktivierung der Autophagie-Maschinerie agieren. Zum anderen besteht die Moglichkeit,
dass unter den Effektoren die im pep7-Deletionsstamm nicht mehr induziert werden auch
ein ,core effector’ mit Autophagie-inhibierender Funktion ist. Aufgrund des fehlenden
Inhibitors kdme es durch PAMP-Perzeption zur Induktion von Autophagie. Gleichermalien
ist auch denkbar, dass beide Mechanismen an der Induktion beteiligt sind. Letztendlich
kommt es zu programmiertem Zelltod der attackierten Zelle. Ob Autophagie in diesem
Zusammenhang eine aktive oder passive Rolle spielt, konnte bislang noch nicht geklart
werden.

Eine Infektion mit U. maydis verlauft zu Beginn &hnlich wie eine U. hordei-Infektion. Zwar
kommt es auch hier durch PAMP-Perzeption zu einer Induktion der Pflanzenabwehr, das
Nicht-Wirt-Pathogen verfugt aber Uber ein vollstandiges ,core effectome’. Es zeigen sich
zwar Unterschiede bei den Effektoren, der Grad der funktionellen Konservierung reicht
jedoch aus um die basalen Abwehrmechanismen zu supprimieren. So kann Pep1 mit
apoplastischen Peroxidasen interagieren und die apoplastische Akkumulation von H,0,
unterdricken. Die Induktion von Autophagie bleibt aus und eine PAMP-vermittelte Immu-
nitdt wird verhindert. Allerdings kommt es im weiteren Verlauf der Infektion zur Abwehr

des Pathogens. Dies kann beispielsweise durch die Erkennung cytoplasmatischer Effek-
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Abb. 28: Modell zu den molekularen und zellularen Ablaufen wahrend kompatibler und
inkompatibler Interaktionen im Ustilago/Gerste-Pathosystem. Das Modell zeigt grundlegen-
de Bedingungen in der kompatiblen Interaktion von Gerste und U. hordei, sowie der inkompa-
tiblen Interaktion von Gerste mit U. maydis, bzw. den pep1-Deletionsmutanten von U. hordei und
U. maydis jeweils 24 und 48 Stunden nach der Infektion. Fur Details, siehe Text.

DAMPs, damage-associated molecular patterns; MAPK, mitogen- activated protein kinase;
PAMPs, pathogen-associated molecular patterns; POX, Peroxidase; PR, pathogenesis related,
PRR, pattern recognition receptor; SA, salicylic acid; ROS, reactive oxygen species.
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toren, ahnlich einer Avr/R-Interaktion, vermittelt werden. Die Aktivierung von SA und SA-
abhangiger Signalwege fuhrt zur Expression Abwehr-assoziierter WRKY- und PR-Gene.
Gleichzeitig kommt es zur Akkumulation von ROS in der Zelle und es entsteht eine
positive Ruckkopplung zwischen SA-Akkumulation und ROS-Produktion. Die starke
Anreicherung von H,O,, eine vermehrte Deposition von Callose und Lignin, sowie die
starke Induktion von Abwehr-assoziierten Genen resultiert in einer hypersensitiven Ant-
wort der Zelle. Hierbei kommt es zur Induktion von Mitochondrium-vermitteltem Apoptose-
ahnlichem Zelltod. Somit resultiert die Infektion mit U. maydis in einer Effektor-vermittelten
Immunitat.

Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass Autophagie als Komponente
der basalen Immunabwehr zu einem friihen Zeitpunkt nach Infektion mit einer pep7-Dele-
tionsmutante induziert wird und Teil der PAMP-vermittelten Immunitat in inkompatiblen
Interaktionen ist. Apoptose-ahnlicher Zelltod als Folge einer Nicht-Wirt-Interaktion mit
U. maydis ist Teil der Effektor-vermittelten Immunitat, wird daher erst zu einem spateren
Zeitpunkt induziert und geht mit starkeren Auswirkungen einher.

Dass U. maydis Apep1 die gleichen Auswirkungen zeigt wie die U. hordei pep1-Dele-
tionsmutante obwohl es sich um ein Nicht-Wirt-Pathogen handelt verdeutlicht, dass

Autophagie ,upstream’ von Apoptose-ahnlichem Zelltod agiert.

3.8 Perspektiven

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit Apep7-Mutanten
zur Induktion von Autophagie im Rahmen der Zelltodantwort fuhrt. Unklar bleibt hier
jedoch, ob Autophagie in diesem Fall aktiv oder passiv am Tod der betroffenen Zelle
beteiligt ist. Im Rahmen der von Shen und Codogno (2011) definierten Kriterien zur
Determination von ,autophagic cell death’ sollte somit, neben der Abbaukinetik in der
betroffenen Zelle, untersucht werden, ob Suppression von Autophagie den
programmierten Zelltod verhindert. Hierfir kdnnten beispielsweise die chemischen
Autophagie-Inhibitoren Wortmannin, 3-Methyladenin oder Chloroquin verwendet werden.
Gleichzeitig, da das Generieren transgener Autophagie-defizienter Pflanzen sehr
zeitaufwandig ist, besteht die Mdglichkeit, essentielle Komponenten der Autophagie-
Maschinerie mittels Virus-induziertem Gen silencing (VIGS) stillzulegen.

Bezuglich der Frage ob Autophagie generell als Teil der basalen, PAMP-induzierten
Immunantwort gilt, ist geplant, Gerste mit Chitosan zu infiltrieren und anschlielend eine
MDC-Farbung durchzufiihren, um zu tberprifen, ob die PAMP-Behandlung zur Formation

von Autophagosomen flihrt. Erste Vorversuche wurden hierfiir bereits unternommen.
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Des weiteren soll in unserem Labor die Methode der Koleoptilen-Infektion fir das
U. hordeilGerste-Pathosystem eingefiihrt werden. Die Infektion der Koleoptile spart Zeit
und Gewachshaus-Kapazitat, Hauptgrund ist jedoch, dass aufgrund der limitierten
Zellzahl ein verbesserter Nachweis der Genexpression diverser Markergene mdglich
scheint. Dadurch koénnte die zusatzliche Induktion verschiedener Zelltod-spezifischer
Gene, sowie genereller Abwehr-assoziierter Gene Uberprift werden.

Im Rahmen der Identifizierung von Effektoren mit Virulenz-relevanter Funktion konnten
bislang lediglich vorlaufige Ergebnisse hinsichtlich eines Defekts bei der Besiedelung des
Blattgewebes erzielt werden. Demnach mussen hier zusatzliche Replikate untersucht
werden um stabile Datensatze zu erhalten. Gleichermafien sollen alle bislang deletierten
Kandidatengene ebenfalls mittels Pflanzeninfektion auf einen mdglichen Virulenzdefekt
untersucht werden. Da diese Methode nur als eine Art basaler ,screen’ zur Eingrenzung
der verschiedenen Kandidatengene dient, sind bei Kandidaten mit einem verzeichneten
Virulenzdefekt weitere mikroskopische Analysen geplant um diesen Effekt zu bestatigen
und den Infektionsverlauf detailliert zu beschreiben. Zeigen sich Kandidaten mit einer
eindeutigen Virulenz-relevanten Funktion kann fir diese eine fundierte Charakterisierung
zur Ermittlung der Funktion vorgenommen werden.

Die Maglichkeit, dass der Prozess der Autophagie als Teil der basalen Immunabwehr
einer PAMP-Perzeption folgend induziert wird und somit zur erfolgreichen Etablierung
einer biotrophen Interaktion wunterdrickt werden muss, legt einen besonderen
Schwerpunkt auf die Identifizierung eines oder mehrerer Autophagie-Suppressoren. Hier
zeigen sich alle sekretierten Effektoren deren Gene die im Zusammenhang mit einer
U. hordei Apep1-Interaktion mit Gerste nicht transkriptionell reguliert werden als
interessante und mogliche Kandidaten. Hier kdnnte man beispielsweise neben den
klassischen Deletionsstudien einen Hefe-basierten Ansatz wahlen, bei dem in Hefezellen
unter induzierbaren Bedingungen die Autophagie-Maschinerie aktiviert werden kann. Eine
gleichzeitige Expression der einzelnen Kandidatengene wirde zeigen, ob diese in der

Lage sind die induzierte Autophagie zu inhibieren.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von
den Firmen Difco (Augsburg), GE Healthcare (Miinchen), Invitrogen (Darmstadt), Merck
(Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

bezogen und entsprachen der Qualitat p. a.

4.1.2 Puffer und Losungen

Standardpuffer und -ldsungen wurden nach Asubel et al. (1987) und Sambrook et al.
(1989) hergestellt. Spezielle Puffer und Lésungen sind unter den jeweiligen Methoden
aufgefuhrt. Alle Medien, Losungen und Puffer wurden, soweit notwendig, vor Verwendung
fur 5 min bei 121°C autoklaviert. Hitzeempfindliche Lésungen wurden mit Hilfe eines

Filteraufsatzes (Porengréfe 0,2 um; Merck, Darmstadt) sterilfiltriert.

4.1.3 Enzyme

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England Biolabs
(Frankfurt a.M.) bezogen. Als DNA-Polymerasen wurden Phusion® Hot Start High-Fidelity
DNA- Polymerase (Finnzymes/Thermo Scientific, Bonn), KOD Xtreme™ Polymerase
(Novagen/Merck, Darmstadt), Tag-DNA-Polymerase (Fermentas, St. Leon-Roth) sowie
der die Tag-Polymerase enthaltende RedMix (Bioline, Luckenwalde) verwendet. Die
Ligation von DNA-Moleklilen wurde mit der T4-DNA Ligase (Roche, Mannheim)
durchgefuhrt. Fir den enzymatischen Abbau von RNA wurde RNase A (Serva,
Heidelberg) verwendet. Enzymatischer Abbau von Zellwanden erfolgte mit Lysozym

(Roche, Mannheim) und Novozym 234 (Novo Nordisc; Kopenhagen, Danemark).

4.1.4 Verwendete Kits und sonstige Materialien

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten, sowie zur Elution von DNA-Fragmenten aus
Agarose-Gelen wurde das ,Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System’ von Promega
(Mannheim) verwendet. Die Aufreinigung von Plasmiden wurde mit dem ,Q/Aprep® Mini
Plasmid Kit' von Qiagen (Hilden) durchgefihrt. Das ,TOPO® TA Cloning Kit’" von
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Abb. 29: DNA-GroBRenstandards. In dieser
Arbeit verwendete DNA-GrofRenstandards.

‘1 kb ladder’ (links; NEB), ‘100 bp ladder’
(mitte; NEB) und ,GeneRuler 1 kb DNA ladder’
(rechts; Fermentas).

4.2 Zellkultivierung

4.2.1 Escherichia coli

Material und Methoden

Invitrogen (Karlsruhe) wurde zur Klonier-
ung von PCR-Produkten verwendet. Spe-
zielle Kits sind unter der jeweiligen
Methode aufgefihrt.

Als GroRenstandards zur elektrophoreti-
schen Auftrennung von DNA-Fragmenten
wurden die Marker ,7 kb ladder* und ,7100
bp ladder’ von NEB (Frankfurt a.M.),
sowie der ,GeneRuler 1 kb DNA ladder’
der Firma Fermentas/Thermo Scientific

(Bonn) verwendet (Abb. 29).

Weitere verwendete Materialien ist unter

den jeweiligen Methoden beschrieben.

E. coli Stamme wurden in dYT-Medium (Sambrook et al., 1989) bei 37°C und 200 Upm

kultiviert. Die Zugabe von Antibiotika erfolgte entsprechend der nachstehend angege-

benen Konzentrationen. Dauerkulturen wurden durch Zugabe von 25% (v/v) Glyzerin zu

einer dicht gewachsenen Kultur hergestellt und bei -80°C gelagert.

Antibiotikum:
Ampicillin (Amp)

Kanamycin (Kan)

dYT-Flassigmedium
(Sambrook et al., 1989)

YT- Festmedium

Stammldsung: Endkonzentration:
10 mg/ml 100 pg/ml
10 mg/ml 50 pg/ml

1,6 % (w/v) Trypton-Pepton
1,0 % (w/v) Yeast Extract
0,5 % (w/v) NaCl

in dH,0, autoklaviert

0,8 % (w/v) Trypton-Pepton
0,5 % (w/v) Yeast Extract
0,5 % (w/v) NaCl
1,3 % (w/v) Agar

in dH,0, autoklaviert

73



Material und Methoden

4.2.2 Ustilago hordei und Ustilago maydis

In dieser Arbeit verwendete U. hordei- und U. maydis-Kulturen wurden standardmagig in
YEPSgni-Flissigmedium bei 200 Upm inkubiert. Fir Festmedien wurden Potato-Dextrose-
Agarplatten, ggf. mit Hygromycin (Hyg; 200 pg/ml) verwendet. Die dauerhafte Lagerung
von U. hordei- und U. maydis-Kulturen erfolgte bei -80°C unter Zugabe von 50% NSY-
Glyzerin zu einer dicht gewachsenen Kultur. Filamentationstests wurden auf PD-
Charcoal-Platten durchgefuhrt (vergl. 4.4.4). Die Inkubation von U. hordei-Kulturen
erfolgte bei 22°C, die Inkubation von U. maydis-Kulturen bei 28°C.

YEPSjignt 1% (w/v) Hefeextrakt
(modifiziert nach Tsukuda et al., 1988) 1% (w/v) Pepton
1% (w/v) Saccharose

in dH,0, autoklaviert

Potato-Dextrose-Agar (PD) 2,4% (w/v) Potato-Dextrose Broth

2% (w/v) Bactoagar

in dH,0, autoklaviert

NSY-Glyzerin 0,8% (w/v) Nutrient Broth
0,1% (w/v) Hefe-Extrakt
0,5% (w/v) Saccharose
69,6% (v/v) Glyzerin

in dH,0, autoklaviert

PD-Vollmedium 2,4% (w/v) Potato-Dextrose Broth
2,0% (w/v) Bactoagar

in dH,0, autoklaviert

PD-Charcoal wie PD-Vollmedium, jedoch zuséatzlich
1,0% (w/v) Aktivkohle

4.2.4 Bestimmung der Zelldichte von Bakterien- und Pilzkulturen

Die Zelldichte von Flassigkulturen wurde photometrisch in einem ,Novaspec II-Gerat
(Pharmacia Biotech/GE Lifesciences, Minchen) bei 600 nm (ODggonm) bestimmt. Um eine
lineare Abhangigkeit sicherzustellen wurden Kulturen durch entsprechende Verdin-
nungen auf Werte unter 0,8 verdinnt. Als Referenzwert wurde die ODggonm des entsprech-
enden Kulturmediums verwendet. Eine ODggonm VOn 1 entspricht bei U. hordei etwa einer
Zellzahl von 3-6 x 107 Zellen, bei U. maydis etwa einer Zellzahl von 1-5 x 10’ Zellen. Bei

E. coli entspricht selbiger Wert etwa 1 x 10° Bakterienzellen.
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4.3 Stamme, Oligonukleotide und Vektoren

4.3.1 E. coli-Stamme

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete E. coli Stamme

Material und Methoden

Stamm [Genotyp]

Verwendung

Referenz/Bezug

K-12 Top10

[F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

®80/acZAM15 AlacO74 recA1 araA139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1

nupG]

Plasmidamplifizierung/
Klonierung

Grant et al., (1990)/
Invitrogen (Karlsruhe)

K-12 DH5a

[F- ®80d lacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169
deoR recA1 endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA

SupE44 A- thi-lgyr A96 relA1]

Plasmidamplifizierung/
Klonierung

Hanahan (1983)/
Gibco/BRL (Eggenstein)

4.3.2 U. maydis-Stamme

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete U. maydis-Stamme

Name Genotyp Gendeletion Resistenz Referenz

FB1 alb1 Banuett und Herskowitz,
(1989)

FB2 a2 b2 Banuett und Herskowitz,
(1989)

FB1 al bt um01987 Hyg Doehlemann et al., (2009)

Apep1 Aum-pep1::hph

FB2 a2 b2 um01987 Hyg Doehlemann et al., (2009)

Apep1 Aum-pep1::hph

4.3.3 U. hordei-Stamme

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete U. hordei-Stamme

Name Genotyp Gendeletion Resistenz Referenz

Uh4857-4 aib1 Linning et al. (2004)

Uh4857-5 az2b2 Linning et al. (2004)

Uh4857-4 alb1 UH_02965 Hyg Doehlemann et al. (2009)

Apep1 Auh-pep1::hph

8A az2b2 UH_02965 Hyg Doehlemann et al. (2009)

Apep1 Auh-pep1::hph

Tabelle 5: In dieser Arbeit generierte U. hordei-Stamme

Name Genotyp Gendeletion Resistenz Ausgangsstamm

Uh4857-4_ aib1 UH_02064 Hyg Uh4857-4

AUH_02064 AUH_02064::hph (pit2)

Uh4857-5_ a2b2 UH_02064 Hyg Uh4857-5

AUH_02064 AUH_02064::hph (pit2)

Uh4857-4_ aib1 UH_oo0127 Hyg Uh4857-4

AUH_00127 AUH_00127::hph

Uh4857-5_ a2b2 UH_oo0127 Hyg Uh4857-5

AUH_00127 AUH_00127::hph

Uh4857-4_ alb1 UH_02413 Hyg Uh4857-4

AUH_02413 AUH_02413::hph
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Uh4857-5_ a2b2 UH_02413 Hyg Uh4857-5
AUH_02413 AUH_02413::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_02700 Hyg Uh4857-4
AUH_02700 AUH_02700::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_02700 Hyg Uh4857-5
AUH_02700 AUH_02700::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_02811 Hyg Uh4857-4
AUH_02811 AUH_02811::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_02811 Hyg Uh4857-5
AUH_02811 AUH_02811::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_03203 Hyg Uh4857-4
AUH_03203 AUH_03203::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_03203 Hyg Uh4857-5
AUH_03203 AUH_03203::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_03322 Hyg Uh4857-4
AUH_03322 AUH_03322::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_03322 Hyg Uh4857-5
AUH_03322 AUH_03322::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_03756 Hyg Uh4857-4
AUH_03756 AUH_03756::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_03756 Hyg Uh4857-5
AUH_03756 AUH_03756::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_04865 Hyg Uh4857-4
AUH_04865 AUH_04865::hph
Uh4857-5_ azb2 UH_04865 Hyg Uh4857-5
AUH_04865 AUH_04865::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_04984 Hyg Uh4857-4
AUH_04984 AUH_04984::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_04984 Hyg Uh4857-5
AUH_04984 AUH_04984::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_05101 Hyg Uh4857-4
AUH_05101 AUH_05101::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_05101 Hyg Uh4857-5
AUH_05101 AUH_05101::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_05270 Hyg Uh4857-4
AUH_05270 AUH_05270::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_05270 Hyg Uh4857-5
AUH_05270 AUH_05270::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_05948 Hyg Uh4857-4
AUH_05948 AUH_05948::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_05948 Hyg Uh4857-5
AUH_05948 AUH_05948::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_07510 Hyg Uh4857-4
AUH_07510 AUH_07510::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_07510 Hyg Uh4857-5
AUH_07510 AUH_07510::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_08049 Hyg Uh4857-4
AUH_08049 AUH_08049::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_08049 Hyg Uh4857-5
AUH_08049 AUH_08049::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_13384 Hyg Uh4857-4
AUH_13384 AUH_13384::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_13384 Hyg Uh4857-5
AUH_13384 AUH_13384::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_14478 Hyg Uh4857-4
AUH_14478 AUH_14478::hph
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Uh4857-5_ a2b2 UH_14478 Hyg Uh4857-5
AUH_ 14478 AUH_14478::hph
Uh4857-4_ atb1 UH_16458 Hyg Uh4857-4
AUH_16458 AUH_16458::hph
Uh4857-5_ a2b2 UH_16458 Hyg Uh4857-5
AUH_16458 AUH_16458::hph

Zur Gendeletion in U. hordei wurde das jeweilige Kandidatengen mittels homologer

Rekombination durch einen Hygromycin-Selektionsmarker ersetzt

(Abb. 30). Die

Verifizierung erfolgte durch eine PCR-basierte Analyse (vergl. Abb. 30). Zusatzlich erfolgt

eine Uberpriifung der transkriptionellen Geninduktion wéahrend der Pflanzeninfektion.

Abb. 30: Schematische Darstellung
zur Konstruktion der Deletionsmutan-
ten. Durch homologe Rekombination

der angrenzenden DNA-Abschnitte wird

l tionsmarker ersetzt.

h das Kandidatengen durch den Selek-
Die Verifizierung
der Deletion erfolgt anschlielRend mittels

4.3.5 Oligonukleotide

der angegebenen drei PCR-Reaktionen.
-« Schwarze Pfeile markieren die Positio-
nen der PCR-Primer.

In der Tabelle 6 werden alle in dieser Arbeit zum Einsatz gekommenen Oligonukleotide

aufgefuhrt. Diese wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) oder Sigma-

Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide’

laufende Bezeichnung | Nukleotidsequenz (5> 3°) Verwendungszweck
Nummer
Olex 83 Hygro2fwd CGTGCTTTCAGCTCGATGTAGG Test auf Transgenitat bei BI-1 OE
Pflanzen
Olex 84 Hygro1rev AAGATGTTGGCGACTCGTATTG Test auf Transgenitat bei BI-1 OE
Pflanzen
Olex 93 HygR-Kpnl-fw | CAATACGGGGTACCTGGCCGAA | Amplifizieren der Hyg-Kassette mit
CGTGGTAACTAC flankierender Kpnl-Schnittstelle
Olex 94 HygR-Kpnl-rv CGGGGTACCATGTTTGACAGCTT | Amplifizieren der Hyg-Kassette mit
ATCATCGG flankierender Kpnl-Schnittstelle
Olex 96 uh02064_LB f | GTCCGTTGTCCCACGATCGGACT | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w GCCG Deletionskonstrukt AUH_02064
Olex 97 uh02064_LB r | GGCCATCTAGGCCGTCCGTGTA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v TAGTATGTCGACGAGC Deletionskonstrukt AUH_02064 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 98 uh02064_RB_ | GGCCTGAGTGGCCCGCGTTTCA | Amplifikation der 3’-Flanke fir das
fw ACTGCTTGATCCCTTTC Deletionskonstrukt AUH_02064 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 99 uh02064_RB_ | GCACATGCGAGACAACCATCTC Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv GAGTCCTGG Deletionskonstrukt AUH_02064
Olex 100 uh02064_LB_ | CAATACGGATGCCGAGGGACTA | nested PCR zum amplifizieren des
nest CCTG Deletionskonstrukts AUH_02064
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Olex 101 uh02064_RB_ | CAACCCTTCGGGATGAAGAAAGA | nested PCR zum amplifizieren des
nest ACCTC Deletionskonstrukts AUH_02064
Olex 102 uh02064_RB_ | CCAGACCTGGTTGCTGCTCTTTC | sequenzieren der 3’-Flanke nach
seq_r C Deletion von UH_02064, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_02065 liegt
Olex 103 uh16458 LB f | CACTTATCGGGAGGTATCAGTCA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w CAG Deletionskonstrukt AUH_16458
Olex 104 uh16458 LB r | GGCCATCTAGGCCTTCGACTGA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% GTGAGACTGAGAC Deletionskonstrukt AUH_ 16458 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 105 uh16458 RB_ | GGCCTGAGTGGCCGGTTTCGTC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw TTGATTTCCTGTC Deletionskonstrukt AUH_ 16458 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 106 uh16458 RB_ | GTAAGCTTTCGTCGTCGCCTTTC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv GTCG Deletionskonstrukt AUH_16458
Olex 107 uh16458 LB | CATAAGGAAAGGACACAGTGGTA | nested PCR zum amplifizieren des
nest GCTCG Deletionskonstrukts AUH_16458
Olex 108 uh16458 RB_ | GGCTCTCGTGCTTTGCCTCTCAT | nested PCR zum amplifizieren des
nest GC Deletionskonstrukts AUH 16458
Olex 109 uh08049 LB f | GGATCGAGATCAAGGAGAGCTA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w TC Deletionskonstrukt AUH_08049
Olex 110 uh08049 LB r | GGCCATCTAGGCCGTTGACAGC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v AGCTGAAGTGACTCTC Deletionskonstrukt AUH_08049 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 111 uh08049 RB_ | GGCCTGAGTGGCCAAGGACTAT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw TGTGGTGAGGAGTG Deletionskonstrukt AUH_08049 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 112 uh08049 RB_ | CCGGTCCTACTTGATGAGCTTAA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv TGG Deletionskonstrukt AUH_08049
Olex 113 uh08049 LB | CGTTCACCTTTGGTCGCTGTTGA | nested PCR zum amplifizieren des
nest C Deletionskonstrukts AUH_08049
Olex 114 uh08049 RB_ | GAACAGGGCTGTGCATAGCTTA nested PCR zum amplifizieren des
nest GC Deletionskonstrukts AUH_08049
Olex 115 uh04865 LB _f | CACTGATCGCCAGTCATCGGAAC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w C Deletionskonstrukt AUH_04865
Olex 116 uh04865 LB r | GGCCATCTAGGCCCTCGATCTGT | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% TTAGAAGGTTTAGAG Deletionskonstrukt AUH_04865 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 117 uh04865_RB_ | GGCCTGAGTGGCCTACAGGGCG | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw AGAATGAGGCTCTTGTTG Deletionskonstrukt AUH_04865 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 118 uh04865_RB_ | CTTACCTTCTTCTTCCCGCTTGG | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv TG Deletionskonstrukt AUH_04865
Olex 119 uh04865 LB | GTTCACCACCGCACGTGTGCAA nested PCR zum amplifizieren des
nest C Deletionskonstrukts AUH_04865
Olex 120 uh04865_RB_ | CCAGTCGCACTACACGAGATGG | nested PCR zum amplifizieren des
nest AACG Deletionskonstrukts AUH_04865
Olex 121 uh04865_RB_ | GCAGATGCTGGTGTAGCGTGCT sequenzieren der 3'-Flanke nach
seq_r TTCTC Deletion von UH_04865, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_04866 liegt
Olex 122 uh07510_LB_f | GGTAGTCAAGTTGAGCTCGGAA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w CAC Deletionskonstrukt AUH_07510
Olex 123 uh07510_LB_r | GGCCATCTAGGCCTTGTCTATAT | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% TCAAGAGGGGAGAG Deletionskonstrukt AUH_07510 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 124 uh07510_RB_ | GGCCTGAGTGGCCGATGGTACA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw TACAAAAGAAGCAAGC Deletionskonstrukt AUH_07510 mit

flankierender Sfil-Schnittstelle
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Olex 125 uh07510_RB_ | CTGATTCAAGCCTCCGTTGCAAT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv G Deletionskonstrukt AUH_07510
Olex 126 uh07510_LB_ | GCAATCCAAGCACCGGCAATCCT | nested PCR zum amplifizieren des
nest TC Deletionskonstrukts AUH_07510
Olex 127 uh07510_RB_ | CTTGGTGGTCGACAAACAAGCCA | nested PCR zum amplifizieren des
nest CG Deletionskonstrukts AUH_07510
Olex 128 uh03322_LB_f | CGACAAGGAGTCAAGCCTATCAA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w G Deletionskonstrukt AUH_03322
Olex 129 uh03322_LB r | GGCCATCTAGGCCTCTACAGATG | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v AAGAGGGGAAAG Deletionskonstrukt AUH_03322 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 130 uh03322_RB_ | GGCCTGAGTGGCCGCTGCGCTG | Amplifikation der 3’-Flanke fir das
fw ATATTCTGTTGAAAGTC Deletionskonstrukt AUH_03322 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 131 uh03322_RB_ | CCATCCTTGCCGTAGATTTCCCC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv GTATTCCC Deletionskonstrukt AUH_03322
Olex 132 uh03322_LB_ | GGAAACCGGAAGAGTTGATTAGT | nested PCR zum amplifizieren des
nest AGTACG Deletionskonstrukts AUH_03322
Olex 133 uh03322_RB_ | CCCTCGGCTTAATCTCTGCTTTA | nested PCR zum amplifizieren des
nest CcC Deletionskonstrukts AUH_03322
Olex 134 uh03322_LB_ | CGATTACACCGCTCGATCTGGGT | sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_f AGG Deletion von UH_03322, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_03321 liegt
Olex 135 uh03322_RB_ | GATCAATGTTCGTCCGTCCGCAA | sequenzieren der 3’-Flanke nach
seq_r CCC Deletion von UH_03322, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_03323 liegt
Olex 136 uh14478 LB f | GTCTTGTATTCGAGTGACGGCCA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w CCTG Deletionskonstrukt AUH_14478
Olex 137 uh14478 LB r | GGCCATCTAGGCCGACCTGCAG | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% AATACCCTGAAG Deletionskonstrukt AUH_14478 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 138 uh14478 RB_ | GGCCTGAGTGGCCCTTGACAAG | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw CTAAAGACGAGAAAG Deletionskonstrukt AUH_ 14478 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 139 uh14478 RB_ | CAGTATCACGCCATCCGTCTCCT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv G Deletionskonstrukt AUH_14478
Olex 140 uh14478 LB | CATCACGCTTCGACTTGGTAACA | nested PCR zum amplifizieren des
nest CTC Deletionskonstrukts AUH 14478
Olex 141 uh14478 RB_ | GGTGTGCCATTCTATGCGTTGAG | nested PCR zum amplifizieren des
nest Deletionskonstrukts AUH 14478
Olex 142 uh14478 LB_ | GCCGTTCAAGGACGTTCAGAAG sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_f CTC Deletion von UH_14478, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_05692 liegt
Olex 143 uh14478_RB_ | CCCTTCTGCCAGGATCACCTATG | sequenzieren der 3’-Flanke nach
seq_r Deletion von UH_14478, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_11479 liegt
Olex 144 uh05101_LB_f | GGATAGCCGCAGGACTATACGA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w ATG Deletionskonstrukt AUH_05101
Olex 145 uh05101_LB_r | GGCCATCTAGGCCAGTGAATGT Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v GTGTTGGGAGGAAAG Deletionskonstrukt AUH_057101 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 146 uh05101_RB_ | GGCCTGAGTGGCCGTGGACTTT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw ACGTCTCTGCTTGTTC Deletionskonstrukt AUH_057101 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 147 uh05101_RB_ | CGCCAGACAACAGGGTCAAAGT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv GTG Deletionskonstrukt AUH_05101
Olex 148 uh05101_LB_ | GCCGATTAGCAGCTTGCCTGGTT | nested PCR zum amplifizieren des
nest G Deletionskonstrukts AUH_05101
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Olex 149 uh05101_RB_ | GCCTACCCACCAATTCTTCCATA | nested PCR zum amplifizieren des
nest GTC Deletionskonstrukts AUH_05101
Olex 150 uh08819 LB _f | CCATCCAGCCAGAGGGATTCGA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w CCATTG Deletionskonstrukt AUH_08819
Olex 151 uh08819 LB r | GGCCATCTAGGCCGAGATAGCA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% GTTCAGTGAAGGGGAG Deletionskonstrukt AUH_08819 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 152 uh08819_RBk | CTAGGGTACCTTGATCGTGCTAC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
pn_fw TGGAAAGGATAGGAG Deletionskonstrukt AUH_08819 mit
flankierender Kpnl-Schnittstelle
Olex 153 uh08819 _RB_ | CTGCAACTAGGCGCATTCGGATC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv TCG Deletionskonstrukt AUH_08819
Olex 154 uh08819 LB | GTGGTCCAGGTGGGAGTGCTTT | nested PCR zum amplifizieren des
nest C Deletionskonstrukts AUH_08819
Olex 155 uh08819_RB_ | CGCCACTCACTTGCCTCATCTCA | nested PCR zum amplifizieren des
nest CCTC Deletionskonstrukts AUH_08819
Olex 156 uh08819 LB_ | CCTTCAACGACCCAATCGATCTC | sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_r TTC Deletion von UH_08819, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_08818 liegt
Olex 157 uh04984 LB f | CGCACGGTGAAGGCAACGAAGT | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w ACTG Deletionskonstrukt AUH_04984
Olex 158 uh04984 LB r | GGCCATCTAGGCCTCTCGAGCG | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% CATCCCTAGATCGTCTTTC Deletionskonstrukt AUH_04984 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 159 uh04984 RB_ | GGCCTGAGTGGCCTGCCGAATC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw CTAAGAGAAGCCGGTTTG Deletionskonstrukt AUH_04984 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 160 uh04984 RB_ | CTGAACGGAGTGTTCACAGTGGT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv TAGTC Deletionskonstrukt AUH_04984
Olex 161 uh04984 LB | GCTCGTTGGGACGCCAAGTTAG nested PCR zum amplifizieren des
nest GCTTC Deletionskonstrukts AUH_04984
Olex 162 uh04984 RB_ | CTTTCACGTTTCTGGTGCGCGAC | nested PCR zum amplifizieren des
nest CGCTG Deletionskonstrukts AUH 04984
Olex 163 uh04984 LB_ | CTCGATCCTGTTCTGGCCTCTGC | sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_f TTG Deletion von UH_04984, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_04983 liegt
Olex 164 uh02413_LB_f | GACGTTGGGTGTGAAGCTGCGA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w ATC Deletionskonstrukt AUH_02413
Olex 165 uh02413_LB_r | GGCCATCTAGGCCGGTTGCTTG | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v AGTTGTTGTCGAGCGTTG Deletionskonstrukt AUH_02413 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 166 uh02413_RB_ | GGCCTGAGTGGCCGATGATGGC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw TGAGGTCATGTTTGATG Deletionskonstrukt AUH_02413 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 167 uh02413_RB_ | CATCCCAAGCCCACTTGGACAGA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv CTCG Deletionskonstrukt AUH_02413
Olex 168 uh02413_LB_ | CACGAGCAATCCAACGCCAGCA | nested PCR zum amplifizieren des
nest TCAAAG Deletionskonstrukts AUH_02413
Olex 169 uh02413_RB_ | GCGAACCAACAGGGTCAGCTCC | nested PCR zum amplifizieren des
nest AAC Deletionskonstrukts AUH_02413
Olex 175 uh13384_LB f | GAGCTGCAACGTATATCTCATCC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w CACCAAC Deletionskonstrukt AUH 13384
Olex 176 uh13384 LB r | GGCCATCTAGGCCAGAATCATC Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% GTCGATACAGTCTAATG Deletionskonstrukt AUH_ 13384 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 177 uh13384_RB_ | GGCCTGAGTGGCCGATGAAGGA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw AAAGCTACTG Deletionskonstrukt AUH_ 13384 mit

flankierender Sfil-Schnittstelle
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Olex 178 uh13384_RB_ | CTTCGCAACCACCAAGCTACGTC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv TG Deletionskonstrukt AUH_13384
Olex 183 uh02700_LB_f | CACGGTGATGATAGTGGCGTAG | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w GC Deletionskonstrukt AUH_02700
Olex 184 uh02700_LB_r | GGCCATCTAGGCCTTGACAGAA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v GAATTTGTAAGGTGGG Deletionskonstrukt AUH_02700 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 185 uh02700_RB_ | GGCCTGAGTGGCCGCTTCTCGT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw AGCATTCCCTGTACTATG Deletionskonstrukt AUH_02700 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 186 uh02700_RB_ | GAAGGCAGGCATGGGCCAGAAT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv CGACAG Deletionskonstrukt AUH_02700
Olex 187 uh02700_LB_ | CAGCGCACGATCCGAGCTCAAA | nested PCR zum amplifizieren des
nest G Deletionskonstrukts AUH_02700
Olex 188 uh02700_RB_ | CACCTCCTTATCCTCACTGCACA | nested PCR zum amplifizieren des
nest ATG Deletionskonstrukts AUH_02700
Olex 189 uh05948 LB f | CTGCCTACTTACACCTCCTTCTC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w GCCTGC Deletionskonstrukt AUH_05948
Olex 190 uh05948 LB r | GGCCATCTAGGCCTATTGCAAAA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% GCTGACAAAGATGAGG Deletionskonstrukt AUH_05948 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 191 uh05948 RB_ | GGCCTGAGTGGCCACCCGCTCA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw CAGCGCAGTTCCAC Deletionskonstrukt AUH_05948 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 192 uh05948 RB_ | CGCCCTTTCCAGCTTAGACAGCA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv G Deletionskonstrukt AUH_05948
Olex 193 uh05948 LB | GCTCCCAGAACGGTGGTCAGAT | nested PCR zum amplifizieren des
nest CTC Deletionskonstrukts AUH_05948
Olex 194 uh05948 RB_ | GCCAATCCTCATCATCAACATGG | nested PCR zum amplifizieren des
nest CCTC Deletionskonstrukts AUH_05948
Olex 195 uh00127_LB_f | GGCGACGCACACTACTTAGGAC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w Deletionskonstrukt AUH_00127
Olex 196 uh00127_LB_r | GGCCATCTAGGCCGAACGTCCA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v AGTGTACTTCAAATG Deletionskonstrukt AUH_00127 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 197 uh00127_RB_ | GGCCTGAGTGGCCTGTGAGTAT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw CTCGTTAATGTTGGTCTTC Deletionskonstrukt AUH_00127 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 198 uh00127_RB_ | GCTATCGATCCAAGTCCGACAAC | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv GAGC Deletionskonstrukt AUH_00127
Olex 199 uh00127_LB_ | GTCGAAATATTCGGCAGTCCTGC | nested PCR zum amplifizieren des
nest GATG Deletionskonstrukts AUH_00127
Olex 200 uh00127_RB_ | CGAAGGATGTTGGTGGTACAGA | nested PCR zum amplifizieren des
nest GTTG Deletionskonstrukts AUH_00127
Olex 201 uh00127_LB_ | CACGGTGGTAGCATTCATCGGAA | sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_f TC Deletion von UH_00127, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_00126 liegt
Olex 202 uh03203_LB_f | GACAGAACACGCATTGCGAGCC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w CAC Deletionskonstrukt AUH_03203
Olex 203 uh03203_LB_r | GGCCATCTAGGCCGTGCACTAC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v TTGATTCGGGACGTTG Deletionskonstrukt AUH_03203 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 204 uh03203_RB_ | GGCCTGAGTGGCCTGTGATTTG | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw CGTTGCGTGCGTTTAAAG Deletionskonstrukt AUH_03203 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 205 uh03203_RB_ | GTTTAGGTCCCGATACTGGCGAT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv CGG Deletionskonstrukt AUH_03203
Olex 206 uh03203_LB_ | CCAATATCCACCACCGCCAGCA nested PCR zum amplifizieren des
nest GAG Deletionskonstrukts AUH_03203
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Olex 207 uh03203_RB_ | CACCTCAGCGTCAACCATAGACC | nested PCR zum amplifizieren des
nest TCG Deletionskonstrukts AUH_03203
Olex 208 uh03203_LB_ | GAGGATGTGTTTGCGAGTCTACG | sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_f Deletion von UH_03203, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_03202 liegt
Olex 209 uh05270 _LB_f | GCAAAGACCCGTTTAGCACAGTC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w GAG Deletionskonstrukt AUH_05270
Olex 210 uh05270 LB r | GGCCATCTAGGCCGCGGAGAGA | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v ATGCGGAAGGATGAAG Deletionskonstrukt AUH_05270 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 211 uh05270_RB_ | GGCCTGAGTGGCCATTGTGAGT | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw GCTCAGTGAGGAG Deletionskonstrukt AUH_05270 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 212 uh05270_RB_ | GAGTCAAGGTGGCAAGCTGTGG | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv TGAG Deletionskonstrukt AUH_05270
Olex 213 uh05270 LB | CAGTTGCGGGAACGAGCGATTT nested PCR zum amplifizieren des
nest CG Deletionskonstrukts AUH_05270
Olex 214 uh05270_RB_ | CATCCAGCAGCAACACCAGCAG | nested PCR zum amplifizieren des
nest CTC Deletionskonstrukts AUH_05270
Olex 215 uh05270_LB_ | GATTGACTCCGCTCGAAGGTTTG | sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_f CCTG Deletion von UH_05270, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_05272 liegt
Olex 216 uh02811_LB_f | GCTGCTGCTTGCCGACGTGATCT | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w AC Deletionskonstrukt AUH_02811
Olex 217 uh02811_LB_r | GGCCATCTAGGCCTTTGGCTTTG | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
% CTCTCGAAATGATCG Deletionskonstrukt AUH_02811 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 218 uh02811_RB_ | GGCCTGAGTGGCCTGCTAAACA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw TGCCGCCGGAGGAAG Deletionskonstrukt AUH_02811 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 219 uh02811_RB_ | GACACAGAAACACAAAGCGGCA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv GCAG Deletionskonstrukt AUH_02811
Olex 220 uh02811_LB_ | CGATCGAGACACTGCTTCGCAA nested PCR zum amplifizieren des
nest GCC Deletionskonstrukts AUH_02811
Olex 221 uh02811_RB_ | CATGATGCTGCTGCTGAGTCTGG | nested PCR zum amplifizieren des
nest GCCGAAG Deletionskonstrukts AUH_02811
Olex 222 uh02811_LB_ | CTGCATCAGAGGTCAATGCAGG sequenzieren der 5’-Flanke nach
seq_f AGC Deletion von UH_02811, da Rekom-
binationsstelle in Gen UH_02810 liegt
Olex 223 uh03756_LB_f | CGCCCTGTCTTAAAGCAGTAAGG | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
w ATTCG Deletionskonstrukt AUH_03756
Olex 224 uh03756_LB_r | GGCCATCTAGGCCAAGCACCAC | Amplifikation der 5’-Flanke fiir das
v CTCGCTGGTCTCGTTCAAATC Deletionskonstrukt AUH_03756 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 225 uh03756_LB_ | GCAACAAACCAACATTGCACGAC | nested PCR zum amplifizieren des
nest CcC Deletionskonstrukts AUH_03756
Olex 226 uh03756_RB_ | GGCCTGAGTGGCCAGTGGCAAA | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
fw GGTACGATGGAGCTAAG Deletionskonstrukt AUH_03756 mit
flankierender Sfil-Schnittstelle
Olex 229 uh03756_RB_ | GATGGTTGTCCGTCTTGCCGTCG | Amplifikation der 3’-Flanke fiir das
rv3 TC Deletionskonstrukt AUH_03756
ODA 80 UH_08049 fw | GAGGTCGCCAATATCGAC Verifizierung der Deletion von
(im ORF) UH_08049 (von Daniela ABmann)
ODA 81 UH_08049 rv | GGCGAGAGCATTAGCAGC Verifizierung der Deletion von
(im ORF) UH_08049 (von Daniela ABmann)
ODA 82 UH_08049 rv | GAGCCTGTCGGGTGCTTG Verifizierung der Deletion von
(hinter ORF) UH_08049 (von Daniela ABmann)
ODA 83 UH_16458 rv | GCGGTCGACATGTCTCTC Verifizierung der Deletion von
(hinter ORF) UH_16458 (von Daniela ABmann)
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ODA 84 UH_16458_fw | GCCATCGCCGATATCGAC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_16458 (von Daniela ABmann)
ODA 85 UH_16458 rv | GACTGGCTTTGTCGCACC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_16458 (von Daniela ABmann)
ODA 86 UH_04865_rv | CCATGGATGATGCCCACG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_04865 (von Daniela ABmann)
ODA 87 UH_04865_fw | CGACGAGGTTCCTCATCG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_04865 (von Daniela ABmann)
ODA 88 UH_04865_rv | GCAGGTGGCAGATGCTGG Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_04865 (von Daniela ABmann)
ODA 89 UH_03322_fw | GCCACGGTGGAGGATCTG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_03322 (von Daniela ABmann)
ODA 90 UH_03322_rv | CCAGTGCTCTGAGCCTGC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_03322 (von Daniela ABmann)
ODA 91 UH_14478_fw | CCGATCTTGCCTCCGTAG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_14478 (von Daniela ABmann)
ODA 92 UH_14478 rv | GTCAAGCTGCCCGGCTAC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_14478 (von Daniela ABmann)
ODA 93 UH_05101_fw | GCCTTAACCGACGTGACG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_05101 (von Daniela ABmann)
ODA 94 UH_05101_rv | CTGCTGACGCTCCTGATC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_05101 (von Daniela ABmann)
ODA 95 UH_05101_rv | GAGACGAGAAGCGCCATC Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_05101 (von Daniela ABmann)
ODA 96 UH_04984_rv | GCAGTCCGGCTCAAACCC Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_04984 (von Daniela ABmann)
ODA 97 UH_04984_fw | GCCTGCTCGAACTTGGTC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_04984 (von Daniela ABmann)
ODA 98 UH_04984_rv | CTGCTGACCCTTGTGCTC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_04984 (von Daniela ABmann)
ODA 99 UH_02413_rv | CACCACACCTTCCCAACG Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_02413 (von Daniela ABmann)
ODA 100 UH_02413_fw | GCGATGACGAGGACGAGG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_02413 (von Daniela ABmann)
ODA 101 UH_02413_rv | CCTCCTTCAACGTCCCAC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_02413 (von Daniela ABmann)
ODA 102 UH_07510_fw | GGCACTGCCATTGCCATC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_07510 (von Daniela ABmann)
ODA 103 UH_07510_rv | CGGTCGTAGGAGTAGTCC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_07510 (von Daniela ABmann)
ODA 104 UH_07510_rv | GATTCAAGCCTCCGTTGC Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_07510 (von Daniela ABmann)
ODA 105 UH_02700_fw | GCTGCTCAGGCTAGCATG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_02700 (von Daniela ABmann)
ODA 106 UH_02700_rv | GTCGAGCATGATACCCTC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_02700 (von Daniela ABmann)
ODA 107 UH_02700_rv | CAAATGCTGGCGTGGCGC Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_02700 (von Daniela ABmann)
ODA 108 UH_03203_rv | GATTCTCCTGACCCTGCG Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_03203 (von Daniela ABmann)
ODA 109 UH_03203_fw | CCTTGCCACCAAGAGGAC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_03203 (von Daniela ABmann)
ODA 110 UH_03203_rv | GCTCAGCATCCCTCCTCG Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_03203 (von Daniela ABmann)
ODA 111 UH_13384_rv | CCTCGACCACAATCTCCC Verifizierung der Deletion von

(hinter ORF) UH_13384 (von Daniela ABmann)
ODA 112 UH_13384_fw | GAGGCGCACTAAGGTATC Verifizierung der Deletion von

(im ORF) UH_13384 (von Daniela ABmann)
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ODA 113 UH_13384_rv | GTAGTTCAGCGGCCCAGG Verifizierung der Deletion von
(im ORF) UH_13384 (von Daniela ABmann)
ODA 117 UH_02811 _fw | CTCCTGATGCCGATAGCC Verifizierung der Deletion von
(im ORF) UH_02811 (von Daniela ABmann)
ODA 118 UH_02811_rv | GCCTTGGTATCCCGACTC Verifizierung der Deletion von
(im ORF) UH_02811 (von Daniela ABmann)
ODA 119 UH_03756_rv | GCCACGAGTTCCACCTTC Verifizierung der Deletion von
(hinter ORF) UH_03756 (von Daniela ABmann)
ODA 120 UH_03756 _fw | CAGTAGCGCTGGCAGCAC Verifizierung der Deletion von
(im ORF) UH_03756 (von Daniela ABmann)
ODA 121 UH_03756 GCTTCGAGCCTTGCGCTC Verifizierung der Deletion von
_rev (im ORF) UH_03756 (von Daniela ABmann)
ODA 124 RT_uh_08049 | TCTGCTAGCGGTAGCTTC gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_08049 (von Daniela ABmann)
ODA 125 RT_uh_08049 | GCTACTAGCGCCAGTTTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_08049 (von Daniela ABmann)
ODA 126 RT_uh_04865 | CCACCGATCCCACTCCAAAC gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_04865 (von Daniela ABmann)
ODA 127 RT_uh_04865 | CGCGAGCTAGAGCGTATACC gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_04865 (von Daniela ABmann)
ODA 128 RT_uh_pit2 fw | ATCTACGCTGACTGGATCG gRT-PCR zur Detektion der Expression
von UH_02064 (von Daniela ABmann)
ODA 129 RT_uh_pit2 rv | TGAACGTCGGATTCTGAAGG gRT-PCR zur Detektion der Expression
von UH_02064 (von Daniela ABmann)
ODA 130 RT_uh_04984 | CCTAGAGGTGGAGCTAAGAAG gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_04984 (von Daniela ABmann)
ODA 131 RT_uh_04984 | TTGCCGCTACTCCAGTATC gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_04984 (von Daniela ABmann)
ODA 132 RT_uh_02413 | GTGCGGAGAGTTTGTGAAG gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_02413 (von Daniela ABmann)
ODA 133 RT_uh_02413 | ATGATCCTCCGTACACTCTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_02413 (von Daniela ABmann)
ODA 134 RT_uh_16458 | CAATTGGGCCTGTGCAAC gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_16458 (von Daniela ABmann)
ODA 135 RT_uh_16458 | AATGCGCCATGACTTTCC gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_16458 (von Daniela ABmann)
ODA 136 RT_uh_03322 | GTGGTGGTGGTGGAAATG gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_03322 (von Daniela ABmann)
ODA 137 RT_uh_03322 | CTCTGCAGCAACTTCTGG gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_03322 (von Daniela ABmann)
ODA 138 RT_uh_14478 | TTGACACGGTGGAAATGC gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_14478 (von Daniela ABmann)
ODA 139 RT_uh_14478 | TCCTTTGGTGGGTCTCTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_14478 (von Daniela ABmann)
ODA 140 RT_uh_05101 | CAAGGACGATGGCACTTAC gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_05101 (von Daniela ABmann)
ODA 141 RT_uh_05101 | GTTTGGCCTGTCACTCTTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_05101 (von Daniela ABmann)
ODA 142 RT_uh_03756 | CTCATGCCAGCATCAGTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_03756 (von Daniela ABmann)
ODA 143 RT_uh_03756 | ACTCGTCCTTAACCCTAGC gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_03756 (von Daniela ABmann)
ODA 144 RT_uh_02700 | TCTTGGCCCTAATGGTCC gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_02700 (von Daniela ABmann)
ODA 145 RT_uh_02700 | TCCTTGTCTCCCGAGTTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_02700 (von Daniela ABmann)
ODA 146 RT_uh_03203 | GAGACGGTGGGTAGTATCG gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_03203 (von Daniela ABmann)
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ODA 147 RT_uh_03203 | CGCCTTGCACTCCTTAAC gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_03203 (von Daniela ABmann)
ODA 148 RT_uh_02811 | CGGAATGGAGCGAGTTTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von UH_02811 (von Daniela ABmann)
ODA 149 RT_uh_02811 | CATCAGCAGCCTTGGTATC gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von UH_02811 (von Daniela ABmann)
- M13 rev GAG CGG ATAACAATT TCA Sequenzierung der Deletions-
(-49) CAC AGG konstrukte im pCR®II-TOPO®-Vektor
- M13 uni AGG GTT TTC CCA GTC ACG Sequenzierung der Deletions-
(-43) ACGTT konstrukte im pCR®II-TOPO®-Vektor
CH36 PHsp70-seq AGTTTGCAGAACTCGCTGGTAG Sequenzierung der Deletions-
konstrukte im pCR®II-TOPO®-Vektor
CH37 TNos-seq GCGCGGTGTCATCTATGTTAC Sequenzierung der Deletions-
konstrukte im pCR®II-TOPO®-Vektor
OlexRT3 HvGAPDH- GGCCGCAAGCTTTAACATC gRT-PCR zur Detektion der Expression
RT_fw von HYGAPDH
OlexRT4 HvGAPDH- GGAACCCGGAAAGACATAC gRT-PCR zur Detektion der Expression
RT rv von HYGAPDH
OlexRT5 UhPPI_RT_fw | TTCATCACCACCGTTGTC gRT-PCR zur Detektion der Expression
von U. hordei ppi
OlexRT6 UhPPI_RT_rv | AACCTTGGGCCTCGATAG gRT-PCR zur Detektion der Expression
von U. hordei ppi
OlexRT7 HVYWRKY1_RT | CAGTTCACCGACGTGGTC gRT-PCR zur Detektion der Expression
-fw von HYWRKY1
OlexRT8 HYWRKY1_RT | CATAGTGCTGCTGCTGAGT gRT-PCR zur Detektion der Expression
-rv von HYWRKY1
OlexRT9 HYWRKY2_RT | GAAAGGTCAGCGGCATGAT gRT-PCR zur Detektion der Expression
-fw von HYWRKY2
OlexRT10 | HYWRKY2_RT | AGCGGTGGCGAAGGATTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
-rv von HYWRKY?2
OlexRT27 | HvCalSyn_RT- | GTGAAGAGACTGGGTTTGTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
fw von HvCalSyn (AY177665)
OlexRT28 | HvCalSyn_RT- | TCTGGAAGGTGGAGATGAAG gRT-PCR zur Detektion der Expression
rv von HvCalSyn (AY177665)
OlexRT43 | HYWRKY22_R | GGAGAAACGGAAGCATCAG gRT-PCR zur Detektion der Expression
T-fw von HYWRKY22
OlexRT44 | HYWRKY22_R | GCTTGGCTCCAAGAATGTC gRT-PCR zur Detektion der Expression
T-rv von HYWRKY22
OlexRT69 | HYPR1_RT_fw | GGACTACGACTACGGCTCCA gRT-PCR zur Detektion der Expression
von HvPR1 (Schéfer et al., 2009)
OlexRT70 | HYPR1_RT_rv | GGCTCGTAGTTGCAGGTGAT gRT-PCR zur Detektion der Expression
von HvPR1 (Schéfer et al., 2009)
OlexRT73 | HYPR10_RT_f | GGAGGGCGACAAGGTAAGTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
w von HvPR10 (Schéfer et al., 2009)
OlexRT74 | HYPR10_RT_r | CGTCCAGCCTCTCGTACTCT gRT-PCR zur Detektion der Expression
v von HvPR10 (Schéfer et al., 2009)
OlexRT77 | HVATG8_RT_f | CCGACTGCTTCGTTGATG gRT-PCR zur Detektion der Expression
w von HVATG8 (AK248733)
OlexRT78 | HVATG8 _RT_r | GAAAGTGTTCTCGCCACTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
v von HVATG8 (AK248733)
OlexRT79 | HVATGO_RT_f | AAATCCTCCACGAGCCTTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
w von HVATG9 (AM085509)
OlexRT80 | HVATG9_RT_r | CATCGGCGAAATGAAGACC gRT-PCR zur Detektion der Expression
v von HVATG9 (AM085509)
OlexRT81 | HVATG5_RT_f | TGGACATACCGTTCCTCTG gRT-PCR zur Detektion der Expression
w von HVATG5 (AK362511)
OlexRT82 | HVATG5_RT_r | CAAGCGCTGACGTATACAC gRT-PCR zur Detektion der Expression

\

von HVATGS (AK362511)

85



Material und Methoden

OlexRT83 | HVATG12_RT | CAGACGAGCTGGTAATTGAC

_fw

gRT-PCR zur Detektion der Expression
von HVATG12 (MLOC_55538.2)

OlexRT84 | HVATG12_RT | CGCTGCCGATAAAGCATAG

rv

gRT-PCR zur Detektion der Expression
von HVYATG12 (MLOC 55538.2)

"in der Sequ_enz enthaltenen Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen dargestellt

4.3.6 Vektoren

Die im Folgenden dargestellten Vektoren wurden durch Restriktionsanalysen Uberpriift.

Wurden Plasmidteile durch PCR amplifiziert, so wurde die Korrektheit der inserierten

DNA-Sequenzen durch Sequenzierungen abgesichert. Alle verwendeten Plasmide

vermitteln Ampicillin-Resistenz.

pCRII-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe)

Vektor zur Klonierung von PCR-Produk-

ten mittels Topoisomerase-Aktivitat. Die
enthaltenen DNA-Abschnitte kdnnen mit
EcoRI herausgeschnitten werden. Das
Plasmid kann zur Blau-Weilk-Selektion
verwendet werden. Die Sequenzierung
der Inserts ist mittels M13 rev (-49)- und

M13 uni (-43)-Primern mdglich.

pBS-hhn (Kamper, 2004)
Enthalt eine 1884 bp lange Hygromycin-

Resistenzkassette flankiert von unter-
schiedlichen Sfil-Schnittstellen. Das hph-
Gen wird von dem hsp70-Promotor und
den nos-Terminator kontrolliert. Die aus
pBS-hhn gewonnene Resistenzkassette
wurde standardmafig fir Deletionskon-

strukte verwendet.

pCRII-TOPO AUH 02064 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_02064, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-

cin-Resistenzkassette einschliefen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-

tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-

strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 00127 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_00127, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 02413 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_02413, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-

cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 02700 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_02700, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
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cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 02811 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_02811, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-

cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO_AUH_03203 (diese Arbeit)

Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_03203, bestehend aus der 5'-
und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 03322 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_03322, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

Material und Methoden

pCRII-TOPO_AUH_03756 (diese Arbeit)

Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_03756, bestehend aus der 5'-
und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 04865 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fir AUH_04865, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 04984 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_04984, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-

cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 05101 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_05101, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-

cin-Resistenzkassette einschliefen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-

tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
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strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO_AUH_05270 (diese Arbeit)

Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_05270, bestehend aus der 5'-
und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 05948 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_05948, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 07510 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_07510, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-

cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 08049 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fir AUH_08049, bestehend aus der 5'-

Material und Methoden

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 13384 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_13384, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-

cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO_AUH_14478 (diese Arbeit)

Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_14478, bestehend aus der 5'-
und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.

pCRII-TOPO AUH 16458 (diese Arbeit)
Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt
fur AUH_16458, bestehend aus der 5'-

und der 3’-Flanke, welche die Hygromy-
cin-Resistenzkassette einschlieRen. Die
Resistenzkassette stammt aus dem Vek-
tor pBS-hhn. Das Einbringen des Kon-
strukts erfolgte mittels Topoisomerase-
Aktivitat.
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4.4 Mikrobiologische Standardmethoden

4.4.1 Rubidium-Chlorid-vermittelte Transformation von E. coli

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohen (1972). Zur Herstellung transformations-
kompetenter Bakterienzellen wurden 100 ml dYT-Medium, dem je 10 mM MgCl, und
MgSO, zugesetzt war, mit 1 ml einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer
ODgoonm = 0,5 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen wurden durch zentrifugieren fir
15 min bei 3.000 Upm und 4°C (Heraeus Varifuge 3.0R) pelletiert und in 33 ml eiskalter
RF1-Lésung resuspendiert. Nach 30 bis 60 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
erneut abzentrifugiert (15 min, 3.000 Upm, 4°C, Heraeus Varifuge 3.0R), der Uberstand
abgenommen, die Zellen in 5 ml eiskalter RF2-L6sung resuspendiert und 15 min inkubiert.
Die Zellsuspension wurde zu je 100 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert. Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, jeweils
50 pl mit bis zu 10 pl Plasmidldésung (1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz versetzt und
15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 60 Sekunden bei 42°C wurde der
Transformations-Ansatz zur phanotypischen Expression der durch das eingebrachte
Plasmid vermittelten Antibiotikaresistenz mit 200 yl dYTMedium versetzt und 30-60 min
bei 800 Upm und 37°C in einem Eppendorf-Warmeblock inkubiert. Der Transformations-

Ansatz wurde auf selektiven YT-Platten ausplattiert und iber Nacht bei 37°C inkubiert.

RF1-Ldsung 100 mM RDbCI
50 mM MnCl; x 4 H,O
30 mM K-Acetat
10 mM CaCl; x 2 H,O
15% (v/v) Glyzerin
in H2Oyig,, pH 5,8 (Acetat), sterilfiltriert

RF2-Losung 10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM CacCl, x 2 H,O
15% (v/v) Glyzerin
in H2Oyig,, pH 5,8 (NaOH), sterilfiltriert

4.4.2 Blau-WeiR-Selektion von E. coli-Transformanden

Die korrekte Insertion eines Konstrukts in pCRII-TOPO resultiert in einer Unterbrechung
des lacZ-Gens, sodass keine funktionelle R-Galactosidase exprimiert wird, welche X-Gal
in einen blauen Indigofarbstoff spaltet. Kolonien, in denen Plasmide mit Insert enthalten

sind, bleiben somit auf X-Gal-haltigen Platten wei} und sind so leicht von den blauen
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Kolonien mit Vektoren ohne Insertion des gewunschten Konstrukts zu unterscheiden.
Hierfir werden 100 pl einer 2%igen X-Gal-Lésung ca. 1 h vor ausplattieren des

Transformations-Ansatzes auf die selektive YT-Platte aufgetragen.

4.4.3 Transformation von U. hordei

Zur Transformation von U. hordei wurde ein nach Schulz et al. (1990) und Gillissen et al.
(1992) modifiziertes Protokoll verwendet. Von einer auf Platte frisch herangezogenen
Kultur wurde eine Ubernachtkultur (22 °C, 200 U/min) in 50 ml YEPS angesetzt. Bei einer
ODgoo = 0,4 — 0,8 wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (3.500 Upm, 10 min,
Biofuge Stratos), einmal mit 25 ml SCS gewaschen und anschliefend in 2 ml SCS mit 3,5
mg/ml Novozym resuspendiert. Die so gestartete Protoplastierung wurde mikroskopisch
verfolgt, da die Zellen nach Lyse der Zellwand eine kugelige Form annehmen. Nachdem
etwa 50 — 70 % der Zellen mit der Protoplastierung begonnen haben (15 - 30 min),
wurden 10 ml SCS zugegeben und die Protoplasten durch 10-minltige Zentrifugation bei
2.300 Upm (4°C, Biofuge Stratos) pelletiert. Um das Novozym vollstandig zu entfernen,
wurde dieser Waschschritt dreimal wiederholt. Anschliefend wurden die Zellen einmal mit
10 ml STC gewaschen und das Pellet danach in 0,5 ml eiskaltem STC aufgenommen. Die
so behandelten Protoplasten wurden direkt transformiert oder aliquotiert (& 50 pl) bei
-80°C mehrere Monate aufbewahrt. Zur integrativen Transformation wurden 50 l
Protoplasten mit max. 10 pl linearisierter DNA (bis zu 5 pg) und 1 pl Heparin-Lésung (10
mg/ml) fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere
Inkubation von 15 min auf Eis. Anschlielend wurde der gesamte Transformationsansatz
auf einer kurz zuvor mit 15 ml Top-Agar Uberschichteten Regenerationsagarplatte
ausgestrichen, die das entsprechende 2x konzentrierte Antibiotikum in 15 ml Bottom-Agar
enthalt. Nach 5 bis 7 Tagen Inkubation bei 22°C wurden die gewachsenen Kolonien mit
Zahnstochern auf Antibiotikum-haltigen PD-Platten vereinzelt. Potenzielle Transformanten

wurden mittels PCR-basierter Analyse verifiziert.

SCS-Lo6sung 20 mM Na-Citrat, pH 5,8
1M Sorbitol
in HyOyiq., sterilfiltriert

STC-Lésung 10 mM Tris-CI, pH 7,5
100 mM CaCl,
1 M Sorbitol

in HyOyiq., sterilfiltriert
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STC/PEG-L6sung 15 ml STC
10 g PEG4000

Regenerations-Agar Top: 1,5% (w/v) Bacto-Agar
(Schulz et al., 1990) 1M Sorbitol
in YEPS)ignt
Bottom: wie Top, zusatzlich doppelt-konzentriertes
Antibiotikum

4.4.4 Test auf filamentoses Wachstum von U. hordei und U. maydis

U. hordei- und U. maydis-Stamme wurden in YEPS;g, Flissigmedium bis zu einer
ODegoonm VoOn etwa 0,8 aerob inkubiert (22°C bzw. 28°C). Die Zellen wurden geerntet (3500
Upm; RT; 5 min; Heraeus Variofuge 3.0R) und das Pellet anschlieBend in sterilem
Wasser so aufgenommen, dass eine ODeggponm von 3 eingestellt wurde. 5 pl jeder
Suspension wurden auf Aktivkohle-haltige PD-Platten getropft. Nach dem Eintrocknen
wurde die Platte mit Parafilm versiegelt und fur U. maydis fur 24 h bei 28°C, fur U. hordei
fur min. 36-48 h bei 22°C inkubiert. Filamentéses Wachstum war anhand der Bildung

eines weillen Luftmyzels erkennbar.

4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Plasmid-DNA-Praparation wurde mit Puffern der Firma Qiagen (Hilden) durchgeflhrt.
Dazu wurden 2 ml einer E. coli Ubernachtkultur abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. AnschlieBend wurden das Pellet in 250 ul Puffer P1 resuspendiert und durch
Vortexen gemischt. Zur Zell-Lyse wurden 250 ul Puffer P2 zugegeben, die Proben durch
mehrfaches Invertieren gemischt und fir 1-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Um die
Proteine zu féllen und die L&ésung zu neutralisieren, wurden 300 pl Puffer P3
hinzupipettiert, durch Invertieren gemischt und fir 10 min bei 14.000 Upm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefaRe Uberfiihrt und 600 pl Isopropanol zur
DNA-Fallung hinzugegeben. Die Mischung wurde invertiert und zur Fallung der DNA fur
20 min bei -20 °C inkubiert. AnschlieBend wurde fur 10 min bei 14.000 Upm zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Danach wurde das Pellet mit 500 pl 70% Ethanol
gewaschen, fir 10 min bei 14.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

AbschlieRend wurde das DNA-Pellet kurz getrocknet und 30 - 50 pl H,Opiq. resuspendiert.
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4.5.2 Isolierung genomischer DNA aus U. hordei

Hierfir wurde ein modifiziertes Protokoll nach Hoffmann & Winston (1987) verwendet.
2 ml einer Ubernachtkultur wurden sedimentiert (2 min, 13.000 U/min, RT, Heraeus
Biofuge), der Uberstand verworfen, 400 ul Ustilago-Lysis-Puffer, 500 ul Phenol/
Chloroform und ca. 0,2 ml Glasperlen zugegeben und der Ansatz 5 min auf einem
Vortexer (IKA Vibrax VXR) geschuttelt. AnschlieBend erfolgte Zentrifugation fur 15 min bei
13.000 Upm. Etwa 350 ul des Uberstandes wurden in ein neues 1,5 ml Eppendorf-GefaR
Uberfluhrt und mit 1 ml Ethanol versetzt. Nach Zentrifugation (2 min, 13.000 Upm, RT,
Heraeus Biofuge) wurde der Uberstand abgenommen und das Sediment in 50 pl
TE/RNase (50 pg/ml) resuspendiert (15 min, 55 °C, 750 U/min, Thermomixer
(Eppendorf)). Die DNA wurde anschlieRend bei -20 °C gelagert.

4.5.3 Isolierung genomischer DNA aus Gerste

Genomische DNA zur Uberprifung der Transgenitat von Gerstenpflanzen wurde mittels
des ,REDExtract-N-Amp™ Plant Tissue Kit’ der Firma Sigma-Aldrich (Diirheim) nach Her-

stellerangaben préapariert.

4.5.4 Isolierung von RNA aus infiziertem Gerstengewebe

Far die Extraktion von RNA aus infiziertem Gerstengewebe wurden die jeweils infizierten
Blattbereiche geerntet und umgehend in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Blattsticke
wurden anschlielend mit Hilfe eines Morsers unter fortwahrender Stickstoffkiihlung homo-
genisiert. Die RNA wurde aus dem resultierenden Pulver mittels der TRIzol®-Extraktions-
methode (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben extrahiert.

Alternativ wurde RNA aus infiziertem Blattmaterial mit Hilfe des ,RNeasy® Mini Kit’ der
Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben extrahiert.

Eine Qualitats- und Quantitatskontrolle erfolgte durch photometrische Messung am

NanoDrop ND_1000 Spektrophotometer (Thermo Scientific/Fisher Scientific, Schwerte).

4.5.5 Aufreinigung von RNA
Die Aufreinigung extrahierter RNA wurde mit dem ,RNeasy® Mini Kit’ der Firma Qiagen

(Hilden) nach Herstellerangaben durchgeflhrt. Eine Qualitats- und Quantitatskontrolle
erfolgte im Anschluss durch photometrische Messung am NanoDrop ND_1000 Spektro-

photometer (Thermo Scientific/Fisher Scientific, Schwerte).
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4.5.6 Gleichzeitige Isolierung von DNA und RNA aus infiziertem
Gerstengewebe

Fir die gleichzeitige Extraktion von DNA und RNA aus infiziertem Gerstengewebe wurden
die jeweils infizierten Blattbereiche geerntet und umgehend in flussigem Stickstoff
eingefroren. Die Blattsticke wurden anschlieBend mit Hilfe eines Morsers unter
fortwadhrender Stickstoffkiihlung homogenisiert. Sowohl die DNA, als auch die RNA
wurden aus dem resultierenden Pulver mit Hilfe des ,MasterPure Complete DNA & RNA

Purification Kit’ der Firma Biozym (Oldendorf) nach Herstellerangaben extrahiert.

4.5.7 In vitro Modifikation von Nukleinsauren

4.5.7.1 Restriktion

Restriktionen von DNA wurden mittels Typ Il-Restriktionsendonukleasen (NEB, Frankfurt)
fur 1-12 h bei Enzym-spezifischer Temperatur durchgefiihrt. Die geschnittene DNA wurde
spater auf Agarosegelen analysiert. Ein typischer Restriktionsansatz setzte sich wie folgt
zusammen: 0,5 — 2 pg reine DNA

2 ul enzymspezifischer 10 x NEB-Puffer 1-4

ggf. 2 ul 10x BSA

0,5 U Restriktionsendonuklease

ad 20 pl mit H2Opig.

4.5.7.2 Dephosphorylierung linearer DNA

Eine Dephosphorylierung kam zum Einsatz, wenn z.B. eine blunt-end-Ligation erwinscht
war. Hierbei wurde jeweils die 5’-Phosphatgruppe der endstdndigen Nukleotide
abgespalten. Verwendet wurde die alkalische Phosphatase (Roche, Mannheim) oder die
antarktische Phosphatase (NEB, Frankfurt a.M.). Die Dauer und Temperatur der
Inkubation waren vom verwendeten Enzym abhangig. Ein typischer Ansatz bestand aus
folgenden Komponenten: 20 pl Restriktionsansatz

10 ul Dephosphorylierungspuffer

25 U alkalische / antarktische Phosphatase

ad 100 pl mit HyOpig,

4.5.7.3 Ligation von DNA-Fragmenten
Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim) eingesetzt.
In Ligationen, bei denen ein linearisierter Vektor mit einem Insert verbunden werden

sollte, wurde die entsprechende DNA im molaren Verhaltnis von 1:3 bis 1:10 eingesetzt.
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In Ligationen, bei denen zwei Flanken mit einer Restriktionskassette (fur U. hordei
Deletionskonstrukte) gekoppelt werden sollten, wurden die Flankenfragmente in einem
molaren Verhaltnis von 2:1 gegenuber der Resistenzkassetten-DNA eingesetzt. Die
Ligationen wurden flir mindestens zwei Stunden (RT) oder Uber Nacht (16°C)
durchgeflhrt. Ein typischer Ligationsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

n mol Vektor oder Resistenzkassetten-DNA

5 x n mol bzw 2 x n mol Insert oder Flanken-

DNA

2 pl 10x T4-DNA-Ligase-Puffer

400 U T4-DNA-Ligase

ad 20 pl mit H2Opig.

4.5.8 Auftrennung und Nachweis von Nukleinsauren

Mittels Gelelektrophorese wurden Nukleinsauren in einem elektrischen Feld
grolRenspezifisch aufgetrennt. Die Agarosekonzentration der verwendeten Gele variierte
zwischen 0,8% und 2,0%. Zur Herstellung der Gele wurde die jeweilige Menge an
Agarose in 1x TAE oder 0,5x TBE durch aufkochen gelést und anschlieBend (nach
abklhlen auf ca. 60°C) mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,25 pyg/ml) versetzt. Das
Gel wurde nun in flissigem Zustand in eine Gelform gegossen. Nach Erstarren des Gels
wurde dies in eine daflir vorgesehene Gelkammer transferiert und mit dem Puffer, mit
dem auch das Gel angesetzt wurde, bedeckt. Das Gel wurde nun auf der Seite der
Kathode mit DNA oder RNA in nicht denaturierendem Gelauftragspuffer beladen und bei
ca. 5 - 10 V/cm einem elektrischen Feld ausgesetzt. Hierbei wandert die Nukleinsduren
als poly-Anion langsam (in Abhangigkeit von GréRe und Agarosekonzentration) in
Richtung Anode. Sichtbar gemacht wurde die Nukleinsduren durch UV-Bestrahlung bei
254 nm. Die Dokumentation fand mit der Geldokumentationsanlage (BioDoc-IT-System,
UVP) statt.

5x TBE-Puffer 440 mM Tris-Base
440 mM Borsaure
10 mM EDTA, pH 8,0

50x TAE-Puffer 2 M Tris-Base
2 M Essigsaure
50 mM EDTA pH 8,0
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6x Gelauftragspuffer (nicht-denaturierend) 50% (v/v) Sucrose

0,1% (v/v) Bromphenolblau

mit TE-Puffer/Wasser ansetzen, sterilfiltrieren

4.5.9 Aufreinigung von Nukleinsauren

Nukleinsduren (z. B. PCR- oder Restriktionsansatze) wurden mit dem ,Wizard SV Gel and
PCR Purfication System’ (Promega, Mannheim) aus Agarosegelfragmenten nach

Herstellerangaben eluiert bzw. aufgereinigt.

4.5.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Polymerase-Kettenreaktionen wurden zur Amplifikation von DNA-Fragmenten verwendet.
Je nach Anwendung wurden verschiedene Polymerasen verwendet. Diese sind mit den
entsprechenden typischen Ansatzen im Folgenden beschrieben. Dazu werden die im
Ansatz enthaltenen Komponenten angegeben. Auflerdem wird das PCR Programm,
vereinfacht nach folgendem Schema dargestellt: Initiale Denaturierung/Dauer —
[Denaturierung — Anlagerung — Elongation] x Zahl der Zyklen — finale Elongation. Die
Elongationszeiten wurden je nach GréRe des zu amplifizierenden Fragments und nach
Synthesegeschwindigkeit des verwendeten Enzyms variiert. Die Anlagerungs-
temperaturen wurden in silico mittels des Programmes Clonemanager 9 (Sci-Ed Software,
Cary/USA) bestimmt. Die PCR-Reaktionen wurden in der PCR-Maschine Biometra®

Tpersonal oder Biometra® Tprofessional durchgefiihrt.

PCR-Ansatz mit Phusion-Polymerase (Standardpolymerase bis ca. 6 kb; Finnzymes/
NEB, Frankfurt):
Ansatz ca. 100 ng Matrizen-DNA
200 yM dNTPS (1:1:1:1 Verhaltnis)
1 uM Primer 1 (bindet am 5°Strang)
1 uM Primer 2 (bindet am 3"Strang)
1 x konzentrierter HF- oder GC-Puffer (Finnzymes)
0,5 U Phusion-Polymerase
Programm: 98°C/30 s — [98°C/30 s — 55-74°C/15 s — 72°C/10s/kb] x 30-40 —
72°C/10 min

PCR-Ansatz mit KOD Extreme Polymerase (inverse PCR; Novagen/Merck, Darmstadt):
Ansatz ca. 100 ng Matrizen-DNA

200 yM dNTPS (1:1:1:1 Verhaltnis)

1 uM Primer 1 (bindet am 5°Strang)
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1 uM Primer 2 (bindet am 3"Strang)
1 x konzentrierter KOD-Puffer (Novagen)
1 U KOD-Extreme Polymerase
Programm: 94°C/2 min — [94°C/30 s — 50-65°C/15 s — 68°C/1 min/kb] x 30-40 —
68°C/10 min

PCR-Ansatz mit RedMix (Kolonie-PCR/Screens im gro3en Malstab; Bioline, Lucken-

walde):
Ansatz 1 x konzentrierter RedMix
1,25 pyM Primer 1 (bindet am 5°Strang)
1,25 uyM Primer 2 (bindet am 3’Strang)
1 pl Zellkultur bzw. 1 Kolonie (Pilze oder Bakterien)
Programm: 94°C/2 min — [94°C/30 s — 50-65°C/20 s — 72°C/30 s/kb] x 30-40 —

72°C/10 min

4.5.11 Sequenzierung von Nukleinsauren

Alle Sequenzierreaktionen wurden extern von dem Sequenzier-Service der Firma Eurofins
MWG Operon (Ebersberg) durchgefuhrt und beruhen auf der Kettenabbruch-Methode
nach Sanger (1977).

4.5.12 Quantitative real-time PCR

Flr quantitative real-time PCR (qRT-PCR) wurden mdgliche DNA-Reste in den RNA-
Proben mit Hilfe des ‘Turbo DNA-free’ Kits (Ambion/Applied Biosystems, Darmstadt) ent-
fernt. Die isolierte RNA wurde anschlieRend mit dem ‘First Strand cDNA Synthesis Kit’
(Fermentas) nach Herstellerangaben in cDNA revers transkribiert. Die cDNA wurde
folglich fiir die qRT-PCR Reaktionen eingesetzt, welche mit Hilfe des ,iQ™ SYBR® Green
Supermix-Kits der Firma Bio-Rad (Dreieich) nach Herstellerangaben durchgefihrt wurde.
Fir die PCR Reaktionen wurden in der Regel 1-5 pul cDNA eingesetzt. Als
Referenzfarbstoff wurde Fluorescein (20 nM; Bio-Rad, Minchen) eingesetzt. Die
Reaktionen wurden in einem Bio-Rad iCycler-System unter der Verwendung des
Programmes 95°C/2 min — [95°C/30 s — 62°C/30 s — 72°C/30 s] x 45 durchgefihrt. Die
Spezifitdit der Reaktionen wurde nach Beenden der PCR anhand der vom Geréat
berechneten Schmelzkurve Uberprift. Der ,Threshold Cycle’ wurde mittels der Bio-Rad
Software Version 3.0 ermittelt. Die relativen Expressionswerte wurden mit Hilfe des
Programmes Gene Expression Macro (Bio-Rad, Miinchen) bzw. mit dem REST® relative

expression software tool (Qiagen, Hilden) (Pfaffl et al., 2002) berechnet.
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4.6 Proteinbiochemische Methoden

4.6.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Quantifizierung I6slicher Proteine in Proteinextrakten wurde mit Hilfe der Methode
nach Bradford (1976) durchgefiihrt. Als Eichprotein wurde Rinderserumalbumin (BSA;

bovine serum albumin) verwendet.

4.6.2 Gewinnung von Proteinextrakten aus Gerste

Fir die Herstellung von Proteinextrakten wurden die infizierten Blattbereiche von
infizierten Gerstenpflanzen (Golden Promise) geerntet und umgehend in flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Blattstlicke wurden anschliefend mit Hilfe eines Moérsers unter
fortwahrender Stickstoffkihlung homogenisiert. Das gefrorene Pflanzenpulver wurde in
1 ml Portionen in 2 ml Eppendorf-Gefal3e Uberflihrt und anschlieBend auf Eis angetaut.
Das angetaute Material wurde mit Extraktionspuffer auf 2 ml aufgefiillt und Zelltrimmer fir
3x fur 10 min bei 4°C und 13.000 Upm in der Tischzentrifuge pelletiert. Der braunliche
Uberstand wurde durch einen 35 pum Nylon-Filter (BD Biosciences, Heidelberg) von
verbliebenem unldslichem Material befreit und fir die direkte Anwendungen im Caspase-
Aktivitatstests (vgl. 4.6.3) genutzt.

Extraktionspuffer 10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7.3
150 mM NaCl
1 mM EDTA
2mMDTT
20 uM E-64

1x Aprotinin

4.6.3 Caspase-Aktivitatstest

Far den Aktivitatstest wurden die verwendeten Proteinextrakte (vergl. 4.6.2) nach Brad-
ford-Messung auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. Als selektives Fluoreszenz-
markiertes Substrat zur Detektion der DEVDase-Aktivitat diente Ac-DEVD-MCA (Acetyl-L-
aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic acid a-(4-methyl- coumaryl- 7- amide)), welches
spezifisch durch die Effektor-Caspase-3 gespalten werden kann. Dabei kommt es zur
Freisetzung einer fluoreszierenden Gruppe, deren Fluoreszenz bei 460 nm detektiert
werden kann (Zimmermann et al., 1976).

Fir den Assay wurde ein Gesamtvolumen von 100 pl eingesetzt, bestehend aus 80 pl
Proteinextraxt (1 mg/ml), 100 uyM Substrat (10 ul) und 10 pl Extraktionspuffer (vergl.
4.6.2). Als Kontrolle wurden 80 ul Proteinextrakt mit 100 uM (10 pl) des spezifischen
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Inhibitor-Peptids Ac-DEVD-CHO  (Acetyl-L-aspartyl-L-glutaminyl-L-threonyl-L-aspart-1-
aldehyd) fir 10 min inkubiert und anschlieRend das Substrat zugegeben. AnschlieRend
wurde der Anstieg der Fluoreszenz mittels einer Kinetikmessung mit einem Fluorimeter
(Tecan, Mannedorf; Schweiz) Uber einen Zeitraum von 60 min bestimmt.

Substrat und Inhibitor basieren auf Nicholson et al. (1995), Enari et al. (1996) und

Thornberry et al. (1997) und wurden von der Firma Peptanova (Sandhausen) bezogen.

4.6.4 Gewinnung von Apoplastenflissigkeit

Zur Isolation der Apoplastenflissigkeit infizierter Blattbereiche wurden diese mit gerader
Schnittkante horizontal abgeschnitten und sofort in Eiswasser gegeben. Nach
Bestimmung des Frischgewichts der geernteten Blatter, wurden diese in einem Exsikkator
fur 3-5 Mal fir jeweils 5 min bei 100 mbar , unter H,Oy;q. vakuuminfiltriert. Die evakuierten
Blatter wurden anschlieRend mit der Schnittkante nach unten gestapelt und vorsichtig in
eine 5 ml Spritze geschoben. Um die Apoplastenflissigkeit aus den Blattstiicken zu
isolieren wurde die Spritze mit der kleinen Offnung nach unten in ein 15 ml Falcon-GefaR
gegeben und fir 20 min bei 2500 g und 4°C zentrifugiert. Auf diese Weise erhalt man aus
den infizierten Blattbereichen von ca. 15 Pflanzen etwa 80-120 ul Apoplastenflissigkeit,
die zur Bestimmung der darin enthaltenen H,0,-Konzentration direkt in einem

Xylenolorange-Assay (vergl. 4.6.5) verwendet wurde.

4.6.5 Nachweis von Wasserstoffperoxid durch Xylenolorange-Farbung

Zur Messung der H,O,-Konzentration in frisch isolierter Apoplastenflissigkeit infizierter
Gerstenblatter (vergl. 4.6.4) wurden 10 pl Apoplastenflissigkeit mit 90 ul des Xylenol-
orange-Reagenz gemischt. Hierfir wurden zuvor frisch 0,5 ml Reagenz A mit 50 ml
Reagenz B gemischt. AnschlieBend erfolgte eine Kinetikmessung der Absorption bei
560 nm Uber einen Zeitraum von 60 min mit einem Fluorimeter (Tecan, Mannedorf;
Schweiz). Die Bestimmung der relativen Menge an Wasserstoffperoxid in der jeweiligen
Apoplastenflissigkeit erfolgte anhand der steigenden Absorption durch den Farbumschlag

der Losung. Fir jede Probe wurden jeweils mind. 5 technische Replikate gemessen.

Reagenz A 25 mM FeSO,
25 mM (NH,4),SO,
in 2,5 M H,SO,
Reagenz B 125 yM Xylenolorange
100 mM Sorbitol
in H2Opig.
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4.7 Pflanzenmethoden

4.7.1 Verwendete Gerstenkultivare (Hordeum vulgare sp.)

Fiar Pflanzenspritzinfektionen wurde der Gerstenkultivar ,Golden Promise’ (Interdiszi-
plinares Forschungszentrum, Giel3en) verwendet.

Die transgenen Bax Inhibitor-1-Uberexprimierenden Linien E14L1, E4L3 und E15L7
(Babaeizad et al., 2009) wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Ralph Huckelhoven (TU

Munchen, Freising/Weihenstephan) zur Verfugung gestellt.

4.7.2 Kultivierung von H. vulgare

Gerstenpflanzen des Kultivars ,Golden Promise’ und der BJ/-1-Uberexprimierenden
transgenen Linien wurden in Phytokammern der Fima Conviron (Winnipeg; Kanada) oder
Votsch (Balingen) kultiviert. Die Nachtphase mit 18°C und 60% Luftfeuchte dauerte 8 h,
die Tagphase mit 22°C und 60% Luftfeuchte 16 h, wobei 1 h auf die Simulation des
Sonnenaufgangs und 1 h fur die Simulation des Sonnenuntergangs entfielen (,ramping’).
Die Beleuchtung betrug wahrend der Tag Phase in der Conviron-Kammer mindestens
26000 Lux und in der Voétsch-Kammer durchschnittlich 39000 Lux. Jeweils funf
Gerstenkdrner wurden in Frihstorfer Pikiererde des Typs ,P“ oder ,T“ ausgesat und

einmal taglich gewassert.

4.7.3 Infektion von H. vulgare mit U. hordei und U. maydis

Die zu infizierenden Stamme wurden Uber Nacht in YEPS;g, -FlUssigkultur bis zu einer
ODgoonm Von 0,6-1,0 angezogen. AnschlieBend wurde die Kultur geerntet und in 0,1%
Tween20 resuspendiert, so dass eine ODgoonm von 3,0 erreicht wurde. Bei Standard-
"Spritzinfektionen" wurden 100 bis 200 ul der jeweiligen Ustilago-Suspensionen in das
Innere des Blattwirtels von zehn Tage alten Gerstenpflanzen gespritzt. Die Injektionsstelle
wurde etwa 1 cm Uber der Erde gewahlt, also etwa 2,5 bis 3 cm oberhalb des basalen
Pflanzenmeristems. Dabei werden in der Regel die Blattscheiden des ersten und des
zweiten Blattes und die Blattspreiten des dritten und vierten Blattes durchstochen. Fur die
Infektionen wurden die beiden korrespondierenden Suspensionen kompatibler Stamme in

einem 1:1-Verhaltnis gemischt.

4.7.4 Infiltration von H. vulgare mit Chitosan
Die Infiltration infizierter Blattbereich mit Chitosan (7 mg/ml in H,O) (Sigma-Aldrich, Dei-
senhofen) erfolgte 2 Tage nach der Infektion. Hierzu wurde die Flussigkeit unter leichtem

Druck mit einer 1 ml Spritze ohne Nadel Uber die Blattunterseite ins Baltt gedrickt.

99



Material und Methoden

4.8 Farbungen, Mikroskopie und Bildverarbeitung

4.8.1 Konfokale Mikroskopie

Samtliche konfokalen Analysen wurden an einem TCS-SP5 Konfokal-Laserscan- Mikros-
kop (Leica, Bensheim) durchgefihrt. Die fur die fluoreszenz-mikroskopischen Analysen
verwendeten Anregungs- und Detektionswellenldngen sind in Tab. 7 zusammengefasst.
Steuerung des Mikroskops und Aufbereitung der Bilddaten erfolgte durch die Software

Leica Application Suite (LAS, Leica, Bensheim).

Tabelle 7: Verwendete Laser, sowie Anregungs- und Detektionswellenlangen

Detektion Anregungswellenldnge | Detektionswellenldnge | Lasertyp
Zellwand-Autofluoreszenz; 405 nm 415-480 nm 405 Diode
Calcofluor White;

Monodansylcadaverin

WGA-AF488; 488 nm 490-540 nm Argon
Fluorescein-Diacetat

Propidiumiodid; 561 nm 570-640 nm 561 DPSS
FM4-64

4.8.2 Farbung mit Calcofluor White

Um on planta Hyphen und Appressorien von U. maydis bzw. U. hordei sichtbar zu
machen, wurden Blattproben zu spezifischen Zeitpunkten nach der Infektion geerntet.
Dazu wurde das 3. Blatt entfernt und ein 2 cm langes Stick ca. 1 cm unterhalb der
Einstichldcher ausgeschnitten. Das Blattfragment wird fur ca. 30 s in Calcofluor White
(Fluorescent Brightener 28; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) gefarbt. Nach einmaligem
Waschen mit Wasser wurde die Mittellamelle herausgetrennt und das Praparat mit der
Innenseite nach oben auf einen Objekttrager gelegt. Anschlielend wurden die

Blattfragmente per konfokaler Mikroskopie analysiert.

Calcofluor-Stammlésung 10 mg/ml Fluorescent Brightener 28
in DMSO; Lagerung dunkel, bei -20°C

Calcofluor-Farbeldsung 1:100 Verdlnnung der Stammlésung
in 0,2 M Tris-HCI, pH 8,0; Lagerung bei 4°C

4.8.3 Farbung mit WGA-AF488 und Propidiumiodid

Mit dieser Farbung wurden Pilzhyphen in infiziertem Pflanzengewebe sichtbar gemacht.
Hierbei farbt WGA-AF488 pilzliche Strukturen, wahrend Propidiumiodid Pflanzenzell-
wande farbt. Die geernteten Gerstenblatter wurden zum entfarben fur 2-3 Tage, oder
mindestens Uber Nacht in 100% Ethanol eingelegt. AnschlieBend wurden sie flr vier
Stunden in 10% KOH bei 85°C inkubiert. Zur Neutralisierung wurden die Blatter
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mindestens 4-5 Mal in PBS (pH 7,4) gewaschen. Die Farbelésung wurde daraufhin in
einem Exsikkator 3-4 Mal fur jeweils 5 min bei 100 mbar vakuuminfiltriert. Nach erolgter
Farbung wurden die Blattproben in PBS transferiert und dunkel bei 4°C bis zur Analyse

durch konfokale Mikroskopie gelagert.

WGA-AF488-Stammlésung 1 mg/mlin H,O
Lagerung bei 4°C

Propidiumiodid-Stammlésung 10 mg/ml in PBS (pH 7,4)

Lagerung dunkel

PBS (pH 7,4) 1,5 mM KH2PO4
8 MM Na2PO0O4
2,7 mM KCI
137 mM NaCl
in H2Opig.
Farbelésung 20 pg/ml Propidiumiodid

10 ug/ml WGA-AF488
0,1% Tween20
in PBS (pH 7,4)

4.8.4 Farbung mit FDA/FM4-64 und Calcofluor White

Zur Differenzierung zwischen lebendigen und toten Pflanzenzellen in infizierten
Blattbereichen wurde der Lebend-Zellmarker Fluoreszein-Diacetat (FDA; Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) verwendet. Durch zytoplasmatische Esterase Aktivitat wird FDA in ein
fluoreszierendes Produkt umgewandelt. So leuchten lebenden Zellen (die Esterase-
Aktivitat besitzen) nach Anregung grin. Eine Gegenfarbung von Pflanzenmembranen
erfolgte mit FM4-64 (Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe). Die Farbeldsung wurde in
einem Exsikkator 3-4 Mal fir jeweils 5 min bei 100 mbar vakuuminfiltriert. Pilzstrukturen
auf der Blattoberfliche wurden zusatzlich durch Farbung mit Calcofluor White (vergl.
4.8.2) sichbar gemacht. AnschlieBend wurden die Blattfragmente per konfokaler Mikros-

kopie analysiert.

Fluoreszein-Diacetat-Stammlésung 1 mg/ml in Aceton (frisch hergestellt)
FM4-64 1 mg/ml in DMSO
Farbeldésung 0,5 ul FDA

0,5 ul FM4-64
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4.8.5 Farbung mit Diaminobenzidin

Fir Diaminobenzidin (DAB)-Farbungen wurden Blattspreiten infizierter Pflanzen in voller
Lange geerntet und mit der Schnittflache fir 12 h in einer 1 mg/ml DAB-
Tetrahydrochlorid-Lésung inkubiert (dunkel bei RT). AnschlielRend wurden die Blatter in
einem Ethanol-Chloroform-Gemisch (4:1) fur 1-2 Tage im Dunkeln bei 4°C entfarbt und
anschlieRend mikroskopisch analysiert. Konserviert wurden die Praparate in 60 %
Glycerin bei dunkler Lagerung (RT). Der Pilz wurde durch Gegenfarbung mit Calcofluor
White (vergl. 4.8.2) sichtbar gemacht. Die mikroskopische Analyse erfolgte im Hellfeld und

mittels Fluoreszenzmikroskopie.

4.8.6 Farbung mit Trypanblau

Das zugeschnittene Blatt wurde in die Trypanblau-Farbelésung gelegt und fur 8 min im
Thermomixer bei 99°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 1 h lang auf
Raumtemperatur abgekihlt bevor die Farbelésung gegen die Entfarbeldsung
ausgetauscht wurde. Die Entfarbung erfolgte tber Nacht. Anschlielend wurden die
Proben in 50 % Glycerin konserviert. Zur parallelen Visualisierung der Pilzstrukturen
wurden die gefarbten Blatter mit WGA-AF488 gegengefarbt (30 min bei RT). Die

mikroskopische Analyse erfolgte im Hellfeld und mittels Fluoreszenzmikroskopie.

Stammlésung 10 ml Milchsaure
10 g Phenol
10 ml Glycerin
10 ml H,O

10 mg Trypanblau

Farbeldsung 1:1 Mischung der Stammldsung mit Ethanol
Entfarbeldésung 2,5 g/ml Chloralhydrat in H,O

4.8.7 Farbung mit Monodansylcadaverin

Monodansylcadaverin (MDC; Biomol, Hamburg) ist eine autofluoreszierende Substanz,
die verwendet wird, um Autophagie in Pflanzen zu detektieren. Es handelt sich hierbei
eine schwache Base, die biologische Membranen passieren kann und sich in sauren
Kompartimenten, wie Autophagosomen oder Endosomen, anreichert (Biederbick et al.,
1995). Fiur die MDC-Farbungen wurden infizierte Blattareale in einem Exsikkator 3-4 Mal
fur jeweils 5 min bei 100 mbar mit einer 0,5 mM Farbelésung vakuuminfiltriert. Eine

Gegenfarbung von Pflanzenmembranen erfolgte mit FM4-64 (Molecular Probes/Invitro-
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gen, Karlsruhe), sowie mit 10 pg/ml WGA/AF-488 (Molecular Probes/Invitrogen, Karls-
ruhe) zur Visualisierung der Pilzhyphen. AnschlieRend wurden die Blattfragmente per

konfokaler Mikroskopie analysiert.

4.8.8 Mikroskopie und Bildverarbeitung

Die zellmorphologischen Betrachtungen von U. maydis und U. hordei erfolgten
vorwiegend an einem Lichtmikroskop (Axiophot, ZEISS) mittels Nomarski-Optik. Fir DIC-
Mikroskopie und Fluoreszenz-Mikroskopie wurde ein 40-, 63- und 100-faches Plan-
Apochromat Objektiv (ZEISS) mit 1,4 numerischer Apertur verwendet.

Digitale Aufnahmen einer hochauflésenden CCD-Kamera (C4742, Hamamatsu) wurden
mit den Programmen MetaMorph (Version 6.2r6), Photoshop 5.5 (Adobe) und/oder
CANVAS 6.0 (Deneba) bearbeitet (Bildausschnitt, Kontrast, Helligkeit).

4.8.9 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Probenvorbereitung fir die transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) Studien
wurden nach einem modifizierten Protokoll durchgefihrt (Bestwick et al., 1997; Wi et al.,
2005). Dazu wurden kleine Blattstiicke (ca. 1 mm?) fiir 1 h in 5 mM CeCls- Lésung (in
50 mM MOPS-Puffer pH 6,5) inkubiert. Anschlieend wurden die Proben in einer
Mischung aus 2,5 % Paraformaldehyd und 2,5 % Glutaraldehyd in Puffer pH 7,2 fir 90
min inkubiert, in Puffer gewaschen (4x 10 min) und schlie3lich in 1 % Osmiumtetroxid (in
Puffer pH 7,2) inkubiert. Im Folgenden wurden die Proben mittels einer Acetonreihe
dehydriert (50, 70, 90, 100 %, je 2x 10 min). Daraufhin wurde das Aceton durch
Propylenoxid ersetzt und die Proben mit steigenden Konzentrationen von Agar 100
Epoxin (30, 60, 100 %) infiltriert und anschlielRend fir 48 h bei 60 °C auspolymerisiert.
Von den Proben wurden Ultradinnschnitte von 80 nm Dicke mittels eines Reichert
Ultracut S Mikrotoms geschnitten. Diese wurden fir 5 min mit 2 % Bleicitratlésung und fur
15 min mit 1 % wassrigem Uranylacetat nachgefarbt, bevor sie mit einem Philips CM10

Transmissionselektronenmikroskop untersucht wurden.
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