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So remember to look up at the stars and not down at your feet.

Try to make sense of what you see and wonder about what makes the universe exist.
Be curious, and however difficult life may seem,

there is always something you can do, and succeed at.

It matters that you don’t just give up.

Stephen Hawking
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Das Getreidepathogen Fusarium graminearum

Der filamentose Askomyzet Fusarium graminearum Schwabe (Teleomorph: Gibberella
zeae [Schweinitz] Petch) ist der Hauptausldser der Ahrenbleiche (Fusarium Head Blight,
FHB, vgl. Abbildung 1-1 A), die 1884 in England zum ersten Mal dokumentiert wurde.
Bereits in den 20er Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelte sich die Krankheit zur
Bedrohung fur den Anbau von Weizen- und Gerste (Stack, 2000). In den letzten Jahren
kam es zu weltweiten Ausbrichen, etwa in den USA, China, Australien und Europa
(McMullen et al., 1997; Goswami und Kistler, 2004. Madgwick et al., 2011), Das
vermehrte Auftreten und die wachsende Verbreitung des Pflanzenpathogens, lasst dieses
zunehmend in den globalen Fokus riicken (Madgwick et al., 2011; Chakraborty und
Newton, 2011).

F. graminearum befallt vor allem kleinkdrniges Getreide, wie Weizen, Gerste und Hafer,
ist aber auch als Kolbenfaule auf Mais bekannt (McMullen et al., 1997). Neben
betrachtlichen  ErnteeinbuBen  fiihrt eine Infektion mit F.graminearum zu
Qualitatsverlusten bei den Kornern, da diese nur unzureichend ausgebildet werden
(Bechtel et al., 1985; McMullen et al., 1997). Zudem sind diese mit Mykotoxinen belastet,
die sich negativ auf die menschliche und tierische Gesundheit auswirken kénnen (D’Mello
etal., 1999).

1.1.1 Von F. graminearum produzierte Mykotoxine

Zu den von F. graminearum produzierten Mykotoxinen zdhlen, neben dem als Ostrogen
wirkenden nichtsteroiden Zearalenon, die am haufigsten nachweisbaren Trichothecene
(Nicholson, 2001). Sie gehdren zu den trizyklischen Sesquiterpenoiden mit einem Epoxy-
Ring (Abbildung 1-1 B), der fiir die Toxizitat verantwortlich ist (Desjardins et al., 1993).
Anhand der unterschiedlichen Seitengruppen werden die Trichothecene in 4 Gruppen
eingeteilt (A — D). Wahrend die Typ A-Trichothecene auf Saugetiere wesentlich toxischer
wirken als die eher phytotoxisch wirkenden Typ B-Trichothecene (Krska et al., 2001;
Foroud und Eudes, 2009), konnen die Typ B-Trichothecene hdaufiger in von
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Lemma

Rachis

Abbildung 1-1: Fusarium Head Blight in Weizen.

(A) Weizenahre mit typischen Symptomen einer FHB-Infektion, die gekennzeichnet ist durch das
Ausbleichen der Ahre. (B) Wahrend einer FHB Infektion wird das Mykotoxin DON gebildet, das auf
dem Grundgerist der Trichothecene basiert und zusétzlich einen Epoxyring am C12 tragt.. (C)
Typischer Aufbau eines Ahrchens. Die Rachis dient als zentrale Achse und verbindet die einzelnen
Ahrchen miteinander, wahrend die Bliiten durch die Rachilla getragen werden. In der Blite
umschlieBen Lemma und Palea die Karyopse. (D) Schematische Darstellung des Infektionsweges
von F.graminearum (rote Linien) durch den Langsschnitt einer Weizenblite. R: Rachis, L:
Leitbiindel, RK: Rachisknoten, C: Karyopse, S: Narbe (Stigma). Nach ligen (2010).

F. graminearum verunreinigten Proben nachgewiesen werden (Nicholson, 2001).
F. graminearum produziert vor allem die Typ B-Trichothecene Nivalenol (NIV) und
Deoxynivalenol (DON), sowie deren acetylierte Derivate 3-Acetyldeoxynivalenol (3-
ADON) und 15-Acetyldeoxynivalenol (15-ADON) (Placinta et al., 1999).

Die Toxizitdt von DON wird primédr auf eine nicht-kompetitive Inhibierung der
eukaryotischen Proteinsynthese zuriickgefuhrt (Ueno, 1977; Rocha et al., 2005). Aufgrund
der lipophilen Eigenschaften konnen die niedermolekularen Trichothecene im Allgemeinen
relativ gut durch die Zellmembran diffundieren und durch die Bindung an die ribosomale
60S-Untereinheit die Aktivitat der Peptidyltransferase blockieren (Wannemacher et al.,
1997). Als vermutlich sekundare Effekte der gestorten Proteinsynthese konnten im
tierischen Organismus u. a. die Inhibierung der DNA und RNA-Synthese, sowie der
Mitose beobachtet werden. Durch die Bindung an das Ribosom wird gleichzeitig eine
ribotoxische  Stressantwort (ribotoxic stress response) Uber Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) aktiviert, die den programmierten Zelltod induziert (Rocha et al.,
2005; Pestka, 2008).
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Eine DON Intoxikation kann sowohl akute als auch chronische Auswirken haben (D’Mello
et al., 1999). In landwirtschaftlichen Nutztieren, vor allem in Schweinen, die besonders
empfindlich auf DON reagieren, konnte Futterverweigerung, Gastroenteritis und Erbrechen
ab einer DON Konzentration von 50 bis 200 pg/kg (entsprechen 0,5 bis 2 ppm) beobachtet
werden (Forsyth et al., 1977; Trenholm et al., 1984). Extrem hohe Dosen fiihren zu einer
erhohten Sterblichkeit. So liegt die letale Dosis (LDsg) von DON in Mausen bei einer
oralen Aufnahme zwischen 46 und 70 mg/kg (Ueno, 1984; Pestka, 2008). Eine chronische
Intoxikation kann zu verminderter Nahrungsaufnahmen und Gewichtsverlust fuhren.
Zudem scheint DON immunsuppressiv durch eine Hemmung der Makrophagenaktivitat zu
wirken (Pestka und Smolinski, 2005). Aufgrund der toxischen Wirkung und der daraus
resultierenden Gesundheitsgefahren bei einer Aufnahme von DON wurden sowohl
Hochstmengen fur Lebensmittel als auch Richtwerte fur Futtermittel festgelegt
(Verordnung (EG) Nr. 856/2005 der Kommission vom Juni 2006).

1.1.2 Ausbreitung von F. graminearum in der Pflanzen

In der Regel gelangt F. graminearum uber sexuell gebildete Askosporen oder asexuelle
Makrokonidien auf die Wirtspflanze (Parry et al., 1995, Gilbert und Fernando, 2004), wo
die Sporen nach 6 bis 12 Stunden auskeimen (Xu und Nicholson, 2009, Brown et al.,
2010). Durch die exponierten Antheren zum Zeitpunkt der Anthese gelangen die Hyphen
in die Bllte (Parry et al., 1995). Der weitere Infektionsverlauf ist in Abbildung 1-1
schematisch dargestellt. Innerhalb der Blite kolonisieren die Hyphen zun&chst Lemma und
Palea und dringen dann Uber den Fruchtknoten (Karyopse), als auch den Bliitenboden in
das pflanzliche Wirtsgewebe ein (Jansen et al., 2005; Brown et al., 2010). Durch inter-
sowie intrazellulares Wachstum erreicht F. graminearum schliellich die Rachilla. Die
Rachis wird 5 Tage nach der Inokulation kolonisiert, von wo aus die Hyphen in die
Leitblindel vordringen und sich in der Ahre weiter ausbreiten kénnen (Jansen et al., 2005;
Brown et al., 2010). Vermutlich fihrt der massive Befall der Leitbindel zu einem
Abschneiden der Nahrstoffzufuhr und schlieBlich zum Ausbleichen der Ahre Gber dem
befallenem Ahrchen (Miller et al., 2004).

Obwohl Trichothecene fir eine erfolgreiche Kolonisierung zu Beginn der Infektion nicht

benotigt werden (Jansen et al., 2005), sind sie vermutlich fur die weitere Ausbreitung des
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Pilzes und die Uberwindung der pflanzlichen Abwehr erforderlich (Proctor et al., 1995;
Jansen et al., 2005). Schon sehr geringe Konzentrationen von 107 bis 10° M kénnen zu
Nekrosen, Chlorosen und Welkesymptomen in anfalligen Pflanzen fuhren (Cutler, 1988).
Durch die Deletion des ersten Enzyms der DON Synthese, der Trichodiensynthase TRI5,
wird die Produktion des Toxins unterbunden (Hohn und Desjardins, 1992; Proctor et al.,
1995). Inokulationstests mit F.graminearum in Weizen haben gezeigt, dass Atri5-
Mutanten zwar noch das inokulierte Ahrchen infizieren konnen, eine weitere
Kolonisierung jedoch durch pflanzliche Zellwandverdickungen im Bereich des
Rachisknoten unterbunden wird (Jansen et al., 2005). Daher wird DON im Weizen als
Virulenzfaktor angesehen (Desjardins et al., 1993; Bai et al., 2002).

Ein weiterer wichtiger und allgemeiner Virulenzfaktor von F.graminearum ist die
sekretierte Lipase FGL1. Eine Deletion des Gens hat eine Verminderung der
extrazellularen Lipaseaktivitat, sowie im Weiteren eine reduzierte Virulenz in Weizen und
Mais zur Folge. Im Detail verlduft eine Infektion im Weizen ahnlich dem Atri5 Knock-out,
nach der anfanglichen Infektion des inokulierten Ahrchens erfolgt keine weitere
Ausbreitung in der Ahre (Voigt et al., 2005).

Beteiligt an der Regulation von FGL1 auf Expressionsebene ist die MAP-Kinase GPMK1
(Gibberella pathogenicity MAP kinase 1) (Bluhm et al., 2007; Salomon et al., 2012).
Neben der Induktion der lipolytischen Aktivitat, reguliert GPMK1 zusétzlich die frihe
Induktion von weiteren extrazelluldren Endonuklaeasen, Xylanasen und Proteasen, die zu
dem Abbau der pflanzlichen Zellwand wéhrend des Infektionsprozesses beitragen
(Jenczmionka und Schafer, 2005). Dementsprechend apathogen verlauft auch eine Agpmk1
Infektion. Die Antheren werden noch besiedelt, eine weitere Ausbreitung im
Blutengewebe, z. B. auf Lemma oder Palea unterbleibt aber (Jenczmionka et al., 2003;
Urban et al., 2003).

Anhand der Infektionsverlaufe kdnnen verschiedene Resistenztypen unterschieden werden.
Bei einer Typ I-Resistenz wird bereits die Priméarinfektion verhindert (Schroeder und
Christensen, 1963). Dies wird sowohl auf morphologische, als auch physiologische
Merkmale des Weizens zuriickgefihrt, etwa auf Blihzeitpunkt und —dauer oder den
Ahrenaufbau (Yoshida et al., 2005; Walter et al., 2010). Bei einer Typ II-Resistenz ist die

Ausbreitung des Pilzes auf das bereits infizierte Ahrchen beschrinkt (Schroeder und
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Christensen, 1963). Eine Kolonisierung weiteren Gewebes durch die Rachis wird verzégert
oder unterbunden (Ribichich et al., 2000). Dies kann an Pathogen-induzierten chemischen
und physikalischen Barrieren, wie z. B. Zellwandauflagerungen (Kang und Buchenauer,
2000; Ribichich et al., 2000), aber auch an anatomischen Eigenschaften resistenter Sorten
liegen (Walter et al., 2010). Neben den beiden Hauptresistenztypen wurden weitere
Resistenztypen beschrieben (Bai und Shaner, 2004). So existiert eine Resistenz gegeniiber
einer Korninfektion (Mesterhazy, 1995), eine Toleranz gegeniiber FHB und deren
Mykotoxinen (Mesterhazy et al., 1999), sowie die Resistenz gegentiber DON, z. B. durch
Abbau des Toxins (Miller et al., 1985; Miller und Arnison, 1986).

Obwohl eine hohe genetische Vielfalt in Bezug auf das Resistenzmerkmal in Weizen
besteht, konnten bisher nur wenige Weizensorten mit einem hohen Resistenzniveau
identifiziert werden (Bai und Shaner, 2004; Buerstmayr et al., 2009). Viele der
resistenteren Sorten zeigen zudem weitere agronomisch nicht akzeptable Eigenschaften,
wie eine kurze Ahre und eine spate Reifung, wodurch sie fiir den kommerziellen Anbau
nicht mehr interessant sind (Bai und Shaner, 2004). Neben der klassischen Ziichtung
(Mesterhazy, 1995; Miedaner, 1997; Mesterhazy et al., 1999) wird zusatzlich mittels
molekularbiologischer Methoden (Kaur et al., 2008) nach Genen und Genombereichen
gesucht, die an der Auspragung der Resistenz beteiligt sind (Bai und Shaner, 2004;
Buerstmayr et al., 2009). Zur tiefergehenden Analyse eignet sich Weizen auf Grund des
groBen und sehr komplexen Genoms (Salamini et al.,, 2002), das sich nur schwer

transformieren lasst (Vogel und Bragg, 2009), allerdings nur bedingt.

1.2 Modellorganismus Brachypodium distachyon

Lange Zeit galt die Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana als idealer Modellorganismus
fir die Pflanzenforschung. Sie ist klein, hat eine kurze Generationszeit und kann unter
Laborbedingung angezogen werden. Zudem besitzt sie ein relativ kleines, diploides
Genom, das vollstandig sequenziert vorliegt und einfach zu transformieren ist (Meinke et
al., 1998). Da A. thaliana aber zu den Dikotyledonen gehért, unterscheidet sie sich in
einigen Bereichen grundliegend von den Monokotyledonen, zu denen auch die
wirtschaftlich wichtigen Graser wie Weizen, Mais und Reis gehéren. So unterscheidet sich

z. B. der Aufbau der Zellwénde zwischen dikotylen und monokotylen Spezies dramatisch.
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Dabei variieren sowohl die genutzten Polysaccharide, die das Grundgerust und die
Verkniupfungen dazwischen bilden, als auch die Menge an phenolischen Verbindungen,
Pektinen und Proteinen, die in der monokotylen Zellwand vermehrt vorkommen (Carpita,
1996; Vogel, 2008). Daneben existieren weiter Aspekte, wie der Samenaufbau und die

Wourzelarchitektur, die deutlich voneinander abweichen.

Daher hat sich in den letzten Jahren das einjahriges Gras Brachypodium distachyon (L.)
Beauv, insbesondere aufgrund der nahen Verwandtschaft zu Weizen und Gerste als
Modellpflanze flr die SlRgraser durchgesetzt (vgl. Abbildung 1-2, Vogel et al., 2006b;
Brkljacic et al., 2011) Dabei besitzt das selbstbestdubende Gras B. distachyon etwa die
gleichen gewiinschten Eigenschaften eines Modellorganismus wie A. thaliana. Es erreicht
innerhalb einer kurzen Generationszeit von 8 bis 12 Wochen eine Wuchshohe von nur 15
bis 20 cm (Vogel und Bragg, 2009), was fir die Anzucht unter Laborbedingungen ideal ist.
Genetische Studien werden durch eins der kleinsten Genome unter den SlfRgrasern, mit
355 Millionen Basenpaaren (bp) verteilt auf 5 Chromosomen (Ozdemir et al., 2008), die
nur wenige repetitive oder methylierte DNA-Bereiche aufweisen, stark vereinfacht (Draper
et al., 2001). Das vollstandig sequenzierte Genom ist frei zuganglich (Initiative, 2010) und
erlaubt sowohl die Uberexpression, als auch eine Deletion von Genen durch die
Anwendung von verschiedenen Transformationssystemen. Dabei werden relativ hohe
Transformationsraten von 5% fir den biolistischen Beschuss mit einer Genkanone (Draper
et al., 2001; Christiansen et al., 2005) und bis zu 86% bei Agrobacterium tumefaciens-
vermittelter Transformation (Vogel et al., 2006a; Vogel und Hill, 2008; Vain et al., 2008;
Alves et al., 2009) durch die Nutzung von embryogenen Gewebe erreicht. Neben der so
erzeugten T-DNA Kollektion stehen verschiedene Inzuchtlinien und Wildtyp-Okotypen
zur Verfugung (Vogel und Bragg, 2009; Thole et al., 2010), die ein breites Spektrum an
Okologischer, morphologischer und genomischer Diversititen abdecken. Durch
Kombination all dieser Faktoren und die enge Verwandtschaft zu den Getreiden werden

genomische Studien sowohl auf funktioneller als auch auf struktureller Ebene ermdglicht.
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Abbildung 1-2: Modellpflanze B. distachyon.

(A) Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaft von B. distachyon nach Vogel (2006b).
Erstellt anhand der 20 am starksten exprimierten Gene, wobei die Astlange proportional zu
Sequenzabweichungen ist. (B) Vergleichende Darstellung der Modellpflanzen A. thaliana und
B. distachyon (Garvin, 2007).

Fur die Untersuchungen von Pflanzen-Pathogen-Interaktionen wurde B. distachyon bereits
als Modellsystem beschrieben. So konnten Allwood et al. (2006) und Routledge et al.
(2004) fur die Infektion mit dem Reisbranderreger Magnaporthe grisea unterschiedlich
ausgepragte Resistenzvarianten in Okotypen von B. distachyon identifizieren. Dabei
reichte das Spektrum von Okotypen, die Resistenzen gegen alle untersuchten M. grisea
Stdmme zeigten, bis zu sehr suszeptiblen Pflanzen mit unterschiedlich ausgepréagten
Krankheitssymptomen. Eine Suszeptibilitit wurde vor kurzem auch fir Fusarium

culmorum und F. graminearum beschrieben (Peraldi et al., 2011).

1.3 Aufbau der pflanzlichen Zellwand

Die erste Barriere der pflanzlichen Abwehr, auf die potentielle Pathogene treffen, ist die
praformierte Zellwand, die den Protoplasten umgibt. Wahrend der Zellteilung wird
zundchst die Mittellammelle zwischen den Tochterzellen an der Zellplatte gebildet. An die
hauptsachlich aus Pektinen bestehende Mittellammelle wird noch wéhrend der Zellteilung

die Primarwand angelagert, die wéhrend des Zellwachstums weiter modifiziert wird
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(Heredia et al., 1995; Zhong und Ye, 2007; Evert, 2009). Zellen, die eine hohe
Teilungsaktivitat haben, sowie ausdifferenzierte Zellen, die an Stoffwechselprozessen, wie
der Photosynthese, Sekretion und Speicherung beteiligt sind, bilden ausschlieRlich
Primarwénde (Evert, 2009). Zellen die besonders der Stabilitat dienen, wie im Xylem oder
Sclerenchym, bilden nach Beendigung des Streckungswachstums zusatzlich
Sekundarwénde zwischen der Primdrwand und der Plasmamembran (Zhong und Ye, 2007;
Vogel, 2008). Dabei werden vermehrt Cellulosefibrillen und Hemicellulosen mit wenigen
Seitenketten eingelagert, was zu einer kompakteren und steiferen Zellwand fihrt (Ochoa-
Villarreal et al., 2012). Zusétzlich wird die Zellwand durch das Einlagern von bis zu 20%
Lignin dehydriert, wodurch sie fast unangreifbar fur einen enzymatischen Verdau wird
(Vogel, 2008; Doblin et al., 2010). Eine Lignifizierung sowohl der Sekundar-, als auch der
Prim&rwand wird h&ufig nach einer Verwundung oder als Pathogenantwort beobachtet
(Muse et al., 1997; Moura et al., 2010). Dabei scheint eine Verbindung mit der
Hypersensitiven Reaktion (HR) zu bestehen, die durch einen lokalen Zelltod an der
Infektionsstelle gekennzeichnet ist (Moerschbacher et al., 1990; Cohn et al., 2001; Moura
et al., 2010).

Eine Ubersicht der einzelnen Zellwandkomponenten gibt Tabelle 1-1.

Tabelle 1-1: Ungefahre Zusammensetzungen pflanzlicher Zellwande.

Die Komponenten der Zellwéande variieren zwischen Spezies und Gewebetypen. Unterschieden
wird zwischen Dikotyledonen und Graser, sowie zwischen Primar und Sekundarwand. Angaben in
% Trockenmasse. XyG: Xyloglucane, MLG: $-(1,3;1,4)-Glucane. Madifiziert nach Scheller (2010)
und Vogel (2008).

Dikotyledonen Gréser

Polysaccharid Primarwand Sekundadrwand Primarwand Sekundarwand
Cellulose 15-30 45 -50 20-30 35-45
Hemicellulosen

Xylane 5 20-30 20-40 40-50

XyG 20-25 gering 1-5 gering

MLG keine keine 2-30 gering
Pektine 20-35 0,1 5 0,1
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Da stoffwechselaktive Zellen nur von einer Primdrwand umgeben sind, soll im Folgenden
die Beschaffenheit dieser beschrieben werden.

A

Mittel- [~ =~ X >
lamelle

Primar- E
wand D
L Cellulose
Plasma-
membran —
Hemicellulose E

Abbildung 1-3: Aufbau der Zellwand.

(A) Vereinfachtes Modell der Primarwand. Zwischen der Plasmamembran und der Mittellamelle
liegt die priméare Zellwand. Eingebettet in einer Matrix aus Pektinen liegen die Cellulosefibrillen, die
durch Hemicellulosen verknipft sind. (Nach Scheller und Ulvskov (2010)) (B - F) Grundstrukturen
der Zellwandpolysaccharide. (Nach Burton und Fincher (2012)) (B) Cellulose besteht aus
unverzweigten B-(1,4)-glykosidisch verknipften D-Glucosemonomeren (blaue Kreise). (C) Dieses
Grundgerust wird bei Xyloglucanen durch regelméaRig angeordnete Verzweigungen von Xylosen
(Sterne) ergénzt, daran gebunden finden sich Galactosen (gelbe Kreise) und Fucosen (Dreiecke).
(D) Dagegen sind Heteroxylane aus B-(1,4)-glykosidisch verknipften Xylosemonomeren
aufgebaut, mit Verzweigungen aus Arabinose (hellblaue Fiinfecke) und Glucuronsaure (Rauten)
aufweisen. (E) Die Polysaccharidkette der mixed linkage glucans erhalt durch zusatzliche §-(1,3)-
glykosidisch verknupften D-Glucosen (rote Kreise) eine unregelmafiige Struktur. (F) Das
Grundgerust der Pektine besteht hauptsachlich aus a-(1,4)-glykosidisch  verknupften
Galacturonsauren mit vielfaltigen Seitenketten und diversen Methyl- und Acetylgruppen (Elipsen).

1.3.1 Cellulose

Die Primédrwand besteht hauptsachlich aus kristallinen Cellulosefibrillen, die sich aus
unverzweigten p-(1,4)-glykosidisch verkniipften Glucosemonomeren, aufgrund von
Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophoben Wechselwirkungen, zusammenlagern
(Abbildung 1-3 B; Burton et al., 2010). Gebildet wird Cellulose durch rosettenartig
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angeordnete und an der Plasmamembran verankerte Multienzymkomplexe (Delmer, 1987;
Doblin et al., 2002). Die Cellulosefibrillen sind wiederum eingebettet und (ber
Wasserstoffbriickenbindungen in einer Matrix aus Hemicellulosen, Pektinen und
Glykoproteinen vernetzt (vgl. Abbildung 1-3 A; Carpita und Gibeaut, 1993; Carpita,
1996).

1.3.2 Hemicellulosen

Definiert werden Hemicellulosen, als nicht zu den Cellulosen und Pektinen gehorende f-
(1,4)-glykosidisch verkniipfte Polysaccharide mit einem Grundgerlst aus Glucose-,
Mannose- oder Xylosemonomeren, die im Gegensatz zu den Cellulosen auch
Verzweigungen der Ketten aufweisen (Scheller und Ulvskov, 2010). Sie zeigen eine hohe
Variabilitat und koénnen sich je nach Zelltyp, Entwicklungsstadium und Pflanzengruppe
unterscheiden (Evert, 2009). Grundsatzlich werden zwei Typen von Zellwanden
unterschieden (Carpita und Gibeaut, 1993).

Zellwande des Typ | finden sich bei den Dikotyledonen und bei etwa der Halfte der
Monokotyledonen, den nicht Commelinoiden. Bei diesen erfolgt die Vernetzung der
Cellulosen vorwiegend Gber Xyloglucane (XyG). Die Matrix ist zudem reich an Pektinen
und Strukturproteinen, es finden sich aber nur wenige Heteroxylane und Heteromannane
(Vogel, 2008; Burton et al., 2010). Wie in Abbildung 1-3 C dargestellt sind XyG, wie die
Cellulosen, aus linearen Ketten von f-(1,4)-glykosidisch verknupften Glucosemonomeren
aufgebaut, besitzen aber regelméfige, repetitiv angeordnete Seitenketten aus Xylose.
Spezies-abhangig finden sich auch Galactose, Arabinose, und seltener Fucose an diesen
Seitenketten (Carpita und Gibeaut, 1993; Cosgrove, 2005; VVogel, 2008).

Bei den Typ Il-Zellwénden, die bei commelinoiden Monokotyledonen vorkommen, zu
denen auch die Ordnung der Poales und somit die Gréser gehdren, findet die Vernetzung
dagegen hauptsachlich  Gber Heteroxylane (Abbildung 1-3 D), wie den
Glucuronoarabinoxylanen (GAX), statt und es finden sich nur geringe Mengen an Pektinen
und Strukturproteinen (Carpita, 1996; Henry und Harris, 1997; Vogel, 2008; Burton et al.,
2010). Die haufig vorkommenden GAX bestehen aus einem pf-(1,4)-glykosidisch
verknipften Xylose-Grundgerust, mit unregelméRig angeordneten Seitenketten aus
Arabinose und Glucoronséaure (Wilkie, 1979; Vogel, 2008; Scheller und Ulvskov, 2010).

10
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In Gréasern finden sich auch relativ viele phenolische Verbindungen, die uber
Esterbindungen die GAX miteinander verbinden (liyama et al., 1993; Scalbert et al., 1985;
Carpita, 1996). So kdénnen von den Hydroxyzimtsauren, Ferulasaure und p-Coumarinséure
jeweils bis zu 4% in den Zellwénden nachgewiesen werden (Hatfield et al., 1999; Vogel,
2008). Eine weitere Besonderheit der Typ II-Zellwande ist das Vorkommen von
sogenannten Mischverbindungen (mixed linkage glucan, MLG; Abbildung 1-3 E). Die
Konzentration dieser £-(1,3;1,4)-glykosidisch verkniipften D-Glucane korreliert stark mit
dem Zellwachstum (Buckeridge et al., 2004; Kim et al., 2000; Vogel, 2008), weshalb man
von einer Beteiligung an der Zellexpansion in sich schnell entwickelnden Gewebe, wie im
Keimling, ausgeht (Hoson und Nevins, 1989; Chen et al., 1999; Burton und Fincher,
2012). Daneben scheinen MGL eine sekundédre Mdglichkeit zu bieten Glucose zu
speichern. So finden sich im starkehaltigem Endosperm von Gerstekérnern bis zu 4%, in
dem von B. distachyon sogar 42% MLG (Guillon et al., 2011; Burton und Fincher, 2012).

Im Gegensatz zu den Cellulosen, die direkt an der Plasmamembran synthetisiert werden,
werden Hemicellulosen, wie auch die Pektine, Uber Glykosyltransferasen im Golgi
synthetisiert. AnschlieBend werden sie in Vesikel, die mit der Plasmamembran

verschmelzen, transportiert (Cosgrove, 2005; Scheller und Ulvskov, 2010).

1.3.3 Pektine

Die Pektine bilden die heterogenste Klasse der Zellwandpolysaccharide (Levy und
Staehelin, 1992; Willats et al., 2001). Sie machen etwa 30 bis 50 Prozent des
Trockengewichts der dikotyledonen, aber nur 2 bis 10 Prozent der monokotyledonen
Zellwénde aus. Teilweise sind sie in Grasern nur in Spuren nachweisbar (Carpita, 1996;
Evert, 2009; Ochoa-Villarreal et al., 2012). Aufgebaut sind die Pektine aus o-(1,4)-
glykosidisch  verkniipften D-Galacturonsauremonomeren, mit teilweise veresterten
Seitengruppen (Abbildung 1-3 F; Carpita, 1996; Ochoa-Villarreal et al., 2012). Aufgrund
ihrer hydrophilen Eigenschaften konnen sie Wasser binden und bilden eine gelartige
Matrix in der die Cellulosen und Hemicellulosen eingebettet sind (Carpita und Gibeaut,
1993; Willats et al., 2001).

Interessanterweise scheinen Pektinfragmente u. a. in der Pathogenantwort ein Rolle zu

spielen (Scheller und Ulvskov, 2010). Um die pflanzliche Zellwand zu durchbrechen,

11



EINLEITUNG

sekretieren pathogene Pilze Zellwand-abbauende Enzyme, wie Polygalacturonasen, die in
der Lage sind Pektine zu depolymerisieren (Annis und Goodwin, 1997). Durch den Abbau
des Pektins wird die Zellwandstruktur geschwacht, wodurch Cellulosen und
Hemicellulosen durch weitere sekretierte Hydrolasen angreifbar werden (D'Ovidio et al.,
2004). Die als Abbauprodukt von Pektin entstehenden Oligogalacturonide (Cervone et al.,
1989) induzieren die Phosphorylierung von membranstdndigen Kinasen, die die weiteren
Abwehrmechanismen einleiten (Ferrari et al., 2013). Dabei scheint sich der
Signaltransduktionsweg weitestgehend mit dem von flg22, dem N-Terminus des
bakteriellen Flagellins, zu uberlappen, wodurch es bspw. zur Akkumulation von
Phytoalexinen, der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), sowie der
Ablagerung von Callose kommt (Denoux et al., 2008; Ferrari et al., 2013).

1.3.4 Callose

Callose ist ein Polysaccharid aus linearen f-(1,3)-glykosidisch  verknipften
Glucosemonomeren (Abbildung 1-4 A), bei dem teilweise auch einige p-(1,6)-
Verzweigungen nachgewiesen werden konnten (Aspinall und Kessler, 1957; Bacic et al.,
2009). Das Polysaccharid lagert sich zu parallelen Ketten zusammen, die eine Tripelhelix
bilden (Stone, 2001). Wie Cellulose wird Callose direkt an der Plasmamembran
synthetisiert und in die Zellwand eingelagert (Aspinall und Kessler, 1957; Aist, 1976).
Callosesynthasen sind vermutlich Membran-gebundene Multi-Enzymkomplexe mit
mehreren Untereinheiten, die Uridindiphosphat-Glucose (UDP-Glucose) als Substrat
nutzen (Verma und Hong, 2001; Brownfield et al., 2009).

In A. thaliana wurden 12 putative Callosesynthasen (CalS oder glucan synthase-like, GSL)
identifiziert (Richmond und Somerville, 2000; Hong et al., 200la). Anhand der
phylogenetischen Verwandtschaft (Abbildung 1-4 B) konnte die AtGSL-Familie in 4
Untergruppen eingeteilt werden, wobei Mitglieder einer Untergruppe zum Teil redundante
Funktionen (bernehmen konnen, wie z.B. AtGSL1 und AtGSL5 wahrend der
Pollenentwicklung (Enns et al., 2005; Chen und Kim, 2009). Wie in Abbildung 1-4 B auch
dargestellt, zeigen die Callosesynthasen, bis auf AtGSL1 und AtGSL5, eine aufféllige
Genstruktur mit 40 bis 50 Exons (Doblin et al., 2001; Hong et al., 2001a). Im Durchschnitt

codieren die Gene etwa 2000 Aminosauren und gehdren damit zu den gréten bekannten

12
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Polypeptiden in den Pflanzen (Verma und Hong, 2001). Verankert werden sie ber 13 bis
19 Transmembrandomanen, die in einem N- und einem C-terminalen Cluster angeordnet
sind und eine zentrale hydrophile Region begrenzen. Diese cytoplasmatische Region
beinhaltet die katalytische Domane, die wiederum in eine Bindedoméne fur UDP-Glucose
sowie eine Glycosyltransferase-Doméne unterteilt wird (Cui et al., 2001; Hong et al.,
2001a; Dstergaard et al., 2002; Brownfield et al., 2009). Das Substrat UDP-Glucose wird
vermutlich aus dem Cytoplasma von einer Sucrosesynthase zur Verfligung gestellt, deren
Anlagerung an die Plasmamembran tber Phosphorylierung reguliert wird (Amor et al.,
1995; Subbaiah und Sachs, 2001). Die Bindung von UDP-Glucose an die Callosesynthase
wird Uber eine assoziierte UDP-Glucosetransferase (UGT) vermittelt (Hong et al., 2001b;
Verma, 2001). So konnten Hong (2001b;) im Yeast Two-Hybrid—System eine Interaktion
von AtGSL6 mit UGT1 beobachten. Zusatzlich interagierte UGT1 mit Ropl, einem Rho-
ahnlichen GTP-bindenden Protein, dass eventuell Gber UGT1 die Aktivitdt der
Callosesynthasen reguliert. Bereits aus der Hefe ist bekannt, dass die p-(1,3)-
Glucansynthase FKS durch die GTPase Rhol reguliert wird (Mazur und Baginsky, 1996;
Qadota et al., 1996).
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Abbildung 1-4: Pflanzliche Callose und Callosesynthasen.

(A) Callose besteht aus §-(1,3)-glykosidisch verknlpften Glucosemonomeren. Aus Chen und Kim
(2009) (B) Phylogenetische Verwandtschaft der GSL Familie aus A. thaliana, sowie deren jeweilige
Exon-Struktur. Die Proteinsequenzen wurden mit einem ClustalW Alignment erstellt und der Baum
mittels des Neighbor Joining Algorithmus konstruiert. Mal3stab: Mutationen pro Position.
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Waéhrend der normalen Entwicklung der Pflanze wird Callose zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gebildet. In somatischen Zellen wird Callose wahrend der Cytokinese an der
entstehenden Zellplatte angehduft und agiert vermutlich als eine Art Grundgerist, in dem
andere Zellwandpolysaccharide eingelagert werden kénnen. Im Laufe der Zellteilung wird
die Callose durch spezifische f-(1,3)-Glucanasen abgebaut und durch Cellulose ersetzt
(Samuels et al., 1995; Verma, 2001; Thiele et al., 2009).

Auch in den Fortpflanzungsgeweben findet sich Callose. So umgibt eine Calloseschicht die
Pollenmutterzellen, bis die Ausbildung der &uBeren Wand des Pollenkorns, die Exine,
abgeschlossen ist (Tucker et al., 2001). Auch der Pollenschlauch ist wéhrend der Keimung
und des Wachstums mit Callose ummantelt und bildet zusammen mit Cellulose den
GroRteil der Polysaccharide der inneren Pollenwand (Meikle et al., 1991; Ferguson et al.,
1998; Bacic et al., 2009).

Desweiteren ist Callose an der Regulation von Plasmakandlen, den Plasmodesmen,
beteiligt. Die Zell-Zell-Verbindungen sind von einer Plasmamembran umgeben, von der
aus Callose in den Apoplasten eingelagert werden kann. Dies fuhrt zu einer Verengung
Uber die der Molekdlfluss durch den Plasmodesmus gesteuert wird (Stone, 2001; Levy und
Epel, 2009).

Als eine Art Barriere wird Callose innerhalb weniger Minuten als Reaktion auf abiotischen
und biotischen Stress gebildet (Hughes und Gunning, 1980; Nakashima et al., 2003; Stone
und Clarke, 1992). Pflanzen reagieren auf eine Reihe von Metallionen in phytotoxischen
Konzentrationen mit der Bildung von Callose (Stass und Horst, 2009). Dabei sind die
genauen Ausldser noch nicht geklart. Es wird angenommen, dass die lonen, besonders
Polykationen wie AI** oder Mn*, die Integritat der Plasmamembran stéren (Kauss et al.,
1990). Zusétzlich wird dabei haufig Ca?*, das auf die meisten Callosesynthasen
stimulierend wirkt, aus der Vakuole oder den Mitochondorien freigesetzt, (Kohle et al.,
1985; Kauss und Jeblick, 1986b). Ein &hnlicher Mechanismus wird fur
Calloseablagerungen nach einer Verwundung oder als Pathogenantwort postuliert. An
beiden Ereignissen ist in A. thaliana AtGSL5 (auch CalS12 oder PMR4, powdery mildew

resistent 4, genannt) mafgeblich beteiligt, so dass ein Knock-out zu einem Ausbleiben
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dieser stressinduzierten Calloseantworten fuhrt (Jacobs et al., 2003; Nishimura et al.,
2003).

Die Einlagerung von Callose in die Zellwand wird als Teil der basalen pflanzlichen
Abwehr betrachtet (Stone und Clarke, 1992). Callose bildet dabei den Hauptbestandteil
sogenannter Papillen, die sich an der Infektionsstelle unter den eindringende Hyphen
bilden (Stone und Clarke, 1992; Koh et al., 2005). Durch die Einlagerung von weiteren
Komponenten in die Callosematrix, wie bspw. phenolische Verbindungen und ROS, bilden
Papillen nicht nur eine mechanischen Barriere, sondern haben auch eine antimikrobielle
Wirkung (Smart et al., 1986; Thordal-Christensen et al., 1997; Nicholson und
Hammerschmidt, 1992). Dabei wird die Bildung von Papillen nicht als Abwehrreaktion
betrachtet, die das Pathogen komplett stoppen kann. Vielmehr vermutet man, dass sie der
Pflanze Zeit verschaffen, um weitere Abwehrmechanismen zu initiieren, die mit einer
Induktion der Genexpression verbunden sind (Stone und Clarke, 1992; Brown et al., 1998;
Hammond-Kosack und Jones, 1996). Neuste Studien konnten jedoch eine Funktion der
Papillen als Penetrationsbarriere bestatigen (Ellinger et al., 2013; Naumann et al., 2013).
Die Uberexpression von AtGSL5 in A.thaliana resultierte in einer kompletten
Penetrationsresistenz, sowohl gegenuber dem Nichtwirtspathogen Blumeria graminis f. sp
hordei, als auch gegenlber dem virulenten Pathogen Golovinomyces cichoracearum. Die
Erhohung der Resistenz konnte auf eine verstéarkte friihe Calloseablagerung zurtickgefihrt

werden, die die Penetrationshypen komplett ausschlieRRen.

Dementsprechend flihrt die Deletion von AtGSL5 zu einem Fehlen der stressinduzierten
Calloseablagerungen. Trotzdem zeigen die Mutanten eine erhéhte Resistenz gegeniiber
einer Mehltauinfektion (Jacobs et al., 2003; Nishimura et al., 2003). Zuriickgefiihrt wurde
die Resistenz in den infizierten A.thaliana Pflanzen auf eine Hyperaktivierung des
Biosynthesewegs der Salicylsédure (Nishimura et al., 2003). Auch scheint AtGSLS5 in der
A. thaliana mlo2 (mildew resistance locus O 2) Mutante nicht fir die beobachtete
Resistenz gegenuber der Penetration bendtigt zu werden (Consonni et al., 2010).
Demgegenuber fuhrt eine Inhibierung der Callosesynthese in Gerste (Hordeum vulgare) zu
einem erhohten Penetrationserfolg (Bayles et al., 1990; Zeyen et al., 2002). Vergleichbare

Ergebnisse zeigten sich auch in Weizen und Hafer (Zeyen et al., 2002), was darauf
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hinweisen konnte, dass Calloseablagerungen in den Monokotyledonen eine wichtigere
Rolle in der Abwehr von Pathogenen libernimmt als in dikotylen Pflanzen.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit sollte zunachst untersucht werden, in wieweit sich B. distachyon
als Wirt fur F. graminearum eignet. Erst kurz zuvor war B. distachyon als Modellsystem
der Gréser vorgeschlagen worden, da es alle typischen und wichtigen Charakteristika eines
Modellorganismus aufzeigt. Zudem ist es mit den SiRgrasern wesentlich ndher verwandt
als die dikotyle Pflanze A. thaliana. Aufgrund dieser Verwandtschaft sollte das Pflanzen-
Pathosystem B. distachyon - F. graminearum mittels, in ihrem Infektionsverlauf bereits
detailliert beschriebener, F. graminearum-Stdamme, die definierte Mutationen aufweisen,
analysiert und mit den bekannten Infektionsverldufen in Weizen und Gerste verglichen
werden. Da die pflanzliche Zellwand die erste Barriere fir den eindringenden Pilz darstellt
und um die pflanzliche Seite der Interaktion naher zu charakterisieren, sollten mogliche
Verénderungen betrachtet werden. Bestandteil dessen war zum Einen die Analyse der
Zusammensetzung der pflanzlichen Zellwand anhand der zugrunde liegenden Zucker
mittels Anionenaustausch-Chromatographie gekoppelt mit gepulster amperometrischer
Detektion. Durch diese Methoden koénnen, durch vorhergehende Aufreinigung der
alkoholunléslichen Bestandteile und Hydrolyse dieser zu Monosacchariden, spezifisch die
Hemicellulosen analysiert werden. Ein weiterer Aspekt, war die Analyse moglicher
Pathogen-induzierter Calloseablagerungen.

Callose wird nach abiotischem und biotischem Stress zwischen der Plasmamembran und
der Zellwand gebildet. Dabei wird Callose in Papillen eingelagert, um das Penetrieren des
Pathogen zu stoppen, bzw. zu verlangsamen, um der Pflanze Zeit zu fur die Induktion von
weiteren Abwehrmechanismen zu geben. Um die Rolle und die Wichtigkeit der Pathogen-
induzierten Callosesynthasen in den Monokotyledonen naher zu betrachten, sollte die
Callosesynthase AtGSL5 aus A. thaliana in B. distachyon transformiert und Uberexprimiert
werden. Die transgenen Pflanzen sollten anschlieBend auf eine Verdnderung der

Pathogenantwort untersucht werden.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Identifizierung von Callosesynthasen aus

B. distachyon, die funktionell homolog zu der Stress- und Pathogen-induzierten
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Callosesynthase AtGSL5 aus A. thaliana sind. Die identifizierten Callosesynthasen sollten

kloniert und zur weiteren Charakterisierung in B. distachyon transformiert werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen Difco (Heidelberg),
Duchefa (Haarlem, Niederlande), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma Aldrich (Steinheim) und Th. Geyer (Berlin) im
analytischen Reinheitsgrad bezogen. Verwendete Enzyme stammen von Fermentas (St.

Leon Roth) und Promega (Mannheim).

2.2 Kits

Tabelle 2-1: Verwendete Kits und deren Herkunft.
Wenn nicht weiter erwahnt, erfolgte die Bearbeitung der Proben nach Herstellerangaben.

Anwendung

Bezeichnung

Herkunft

Isolation von Plasmid-DNA

Aufreinigung von PCR Produkten

Isolation von genomischer DNA
aus Pflanzen

Isolation von RNA aus Pflanzen

Erststrang cDNA Synthese

Quantitative Real-Time PCR

Quantitative Real-Time PCR

Quantifizierung des Mykotoxins
DON

High-Speed Plasmid Mini Kit

Gel / PCR DNA Fragments
Extraction Kit

Plant Genomics DNA mini Kit

innuPREP Plant RNA Kit

Maxima™ First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR

LightCycler® 480 SYBR Green |
Master

LightCycler® 480 Probes Master

Ridascreen DON ELISA

Avegene (iiber DNA Cloning
Service, Hamburg)
Avegene

Avegene

Analytik Jena (Jena)

Fermentas

Roche

Roche

R-Biopharm (Darmstadt)

2.3 Deoxyoligonukleotide und DNA-Vektoren

Folgende Deoxyoligonukleotide (Primer) wurden von der Firma VBC Biotech (Wien,
Osterreich) und Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen. Zur Erstellung der Primer

wurde die Computersoftware Clone Manager Professional 9 (Scientific & Educational
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Software) genutzt. Dabei wurde wie in Van Pelt-Verkuil et al. (2008) beschrieben, auf eine

Mindestlange von 18 bp und einem GC-Gehalt von etwa 50 % zugunsten der Stabilitét

geachtet. Zusatzlich wurden die Primer auf Genspezifitat durch einen Datenbankvergleich
mittels BLAST (Altschul et al., 1990) gegen das Genom von B. distachyon Uberprift

(http://blast.brachypodium.org/),

ausgeschlossen.

sowie die Bildung mdglicher Sekundarstrukturen

Tabelle 2-2: Verwendete Primer in 5’-3’-Orientierung, sowie Sonden des RealTime ready
gPCR Assays (Roche Diagnostics, Mannheim).

Primer- / Genname

Sequenz / Assay ID

Ziel / Lokus

ABO09-Bar-fwd
AB10-Bar-rev
AB49-FgTub-F2exp
AB50-FgTub-R2exp
BdAct-3'exp
BdAct-5'exp

BdUbi

BdGSL1

BdGSL2

BdGSL3

BdGSL4

BdGSL5

BdGSL6

BdGSL7

BdGSL8

BdGSL8

BdGSL10
BdGSL11

GCACCATCGTCAACCACTACATC
AAACCCACGTCATGCCAGTTC
GAAACTCCACCTCTATCCAG
CTTCTTCCTCGTCAATTCCAG
ATGAAAGATGGCTGGAAAAGGACT
GCTGGGCGTGACCTAACTGAC
7000047

7000008

7000029

7000032

7000024

7000005

7000046

7000000

7000014

7000042

7000010

7000021

Basta (PAT) Resistenz
Basta (PAT) Resistenz
S-Tubulin aus Fg
S-Tubulin aus Fg
bradi4g41850.1
bradi4g41850.1
bradi4g00660.1
bradilg51757.1
bradi2g46250.1
bradi2g50140.1
bradi2g40460.1
bradilg47427.1
bradi3g60790.1
bradilg29622.1
bradilg77247.1
bradi3g09317.1
bradilg76617.1
bradi2g40430.1

Die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Plasmide wurden von Christian A. Voigt zur

Verfligung gestellt.
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Tabelle 2-3: Verwendete Plasmide.

Plasmid Merkmale Referenz
pCambia3301 Vektor zur Pflanzentransformation mit Kan' fir Broothaerts et al.,
Bakterienanzucht, Hyg" zur Selektion transgener 2005

Pflanzen. Zwischen LB (left border) und RB (right
border) des T-DNA Bereiches eine Basta" (pat),
Promoter 35S aus CaMV flir GUS-ORF und nosPA.

35S-GFP Basierend auf pCambia3301, GUS-OREF ersetzt durch unverdffentlicht
(Agrol6) GFP.

35S-AtGSL5::GFP Wie 35S-GFP mit AtGSL5-ORF C-terminal fusioniert Ellinger et al., 2013
(Agro4) mit GFP.

2.4 Medien, Puffer und Lésungen

Samtliche Medien und Puffer wurden mit deionisiertem Wasser aus einer
lonenaustauscheranlage  (Milli-Q-WaterSystem, Millipore) angesetzt und, soweit
erforderlich, durch Autoklavieren oder bei hitzelabilen Substanzen durch Sterilfiltration

(Flaschenfilter mit 0,22 pm Porengrofe, Millipore) sterilisiert.

Selektionsmedien wurde nach Abkihlen auf maximal 50 °C Antibiotikum mit folgender

Endkonzentration zugesetzt:

Tabelle 2-4: Antibiotika und die eingesetzte Konzentration.

Antibiotika Konzentration
Carbenicillin 100 pg/mL
Gentamycin 50 pg/mL
Kanamycin 50 pg/mL
Rifampicin 100 pg/mL
Spectinomycin 50 pg/mL
Timentin 320 pg/mL
Zeocin 100 pg/mL
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2.5 Mikroorganismen und Kulturbedingung

In der Tabelle 2-5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme und Mutanten

von Fusarium graminearum Schwabe (telemorph: Gibberella zeae [Schwein] Petch)

Zusam mengefasst.

Tabelle 2-5: Verwendete Bakerien- und Pilzstamme

Stamm

Genotyp

Referenz

Agrobakterium tumefaciens
AGL-1

Agrobakterium tumefaciens
GV3101

Escherichia. coli One Shot®

OmniMAX™ 2 T1R

Fusarium graminearum
Wildtyp

Fusarium graminearum
wt-GFP

Fusarium graminearum
Atri5-GFP

Fusarium graminearum
Afgll-GFP

Fusarium graminearum
Agpmk1-GFP

Mit pTiBo542 Virulenz Plasmid

Mit pMP90RK Virulenz Plasmid

F" [proAB laclq lacZAM15 Tn10(TetR )
A(ccdAB)] merA A(mrr hsdRMS-mcerBC) @
80(lacZ)AM15 A(lacZY A-argF)U169 endAl
recAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA
panD

Stamm: 8/1

Wie F. graminearum Wildtyp, mit GFP-ORF
unter N. crassa Isocitratlyase Promoter
(PCII). Selektion mittles Hygromycin-
Phosphotransferase (HPH) fusioniert an den
Tryptophan C Promoter aus A. nidulans
(PTRPC)

Wie F. graminearum Wildtyp, mit
unterbrochenem TRI5 Gen (Knock-out) und
Hygromycin-Phosphotransferase (HPH)
unter dem Glyceralaldehyde 3-
phosphatdehydrogenase A Promoter aus A.
nidulans (PGPDA)

Wie F. graminearum Atri5-GFP, mit
unterbrochenem FGL1 Gen (Knock-out)

Wie F. graminearum Atri5-GFP, mit
unterbrochenem GPMK1 / MAP1 Gen
(Knock-out)

Golovinomyces cichoracearum  Stamm UCSC1

Lazo et al., 1991

Koncz und Schell,
1986

Invitrogen

Miedaner et al.,
2000

Jansen et al., 2005

Jansen et al., 2005

Voigt et al., 2005

Jenczmionka et al.,
2003

Salomon et al., 2012

Die Anzucht der Bakterien erfolgte zundchst auf Agarplatten mit festem LB-Medium und

geeignetem Antibiotikum zur Selektion. Ein Einzelklon wurde gepickt und in fliissigem

LB-Medium bei 37 °C (E. coli) bzw. 28 °C (A. tumefaciens) unter schitteln angezogen.
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Fir eine Plasmidisolation wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und mittels
High-Speed Plasmid Mini Kit isoliert.

Zur lsolation von genomischer DNA aus Pilzmyzel wurden 200 Konidien in 50 mL
flissigem Komplettmedium angeimpft und 4 Tage bei 28°C und 150 rpm im Dunkeln
inkubiert. Das Myzel wurde Uber einen Biichnertrichter und sterilem Filterpapier abfiltriert,
mehrmals mit sterilem Wasser gewaschen und in einer Gefriertrocknungsanlage

lyophilisiert.

Um ungeschlechtlichen Sporen, sogenannte Konidien, von F.graminearum zur
Pflanzeninokulation zu erhalten, wurden Agarplatten mit SNA-Minimalmedium mit
Konidien angeimpft. Zur Selektion der Mutantenstdmme wurde der SNA-Agar mit
Hygromycin B (100 pg/mL) angereichert. Bei der F. graminearum Mutante Agpmk1-GFP
wurde zusatzlich eine sterile Zellophanfolie auf den Agar gelegt, um eine
Konidienproduktion im Medium zu verhindern. Die Platten wurden bei 18 °C und 16 h
Licht (sichtbares Licht, sowie langewelliges UV) und 8 h Dunkelheit 10 Tage inkubiert.
AnschlieRend wurden die Konidien mit 5 mL eiskaltem, sterilem Wasser vom Agar
abgespiilt und durch ein 200 um Wilson-Sieb von Myzel getrennt. Die Konidienzahl wurde
mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt, die Konzentration auf 100 - 200
Konidien/uL eingestellt und die Konidien bis zur Inokulation von B. distachyon bei -70 °C

gelagert.

Komplettmedium nach Leach et al. (1982)

2g/L Hefeextrakt-Mix

10g/L  Glucose

1lg/L Ca(NOs), x 4 H,0

0,2g/L  KH,PO,

0,25 g/L. MgSO, x 7 H,O

0,15¢g/L NaCL

1 mL/L  MNS (Spurenelement-L6sung)
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SNA (Synthetic Nutrient Poor Agar) nach Nirenberg (1981)

1g/L  KH,PO,

1g/L  KNO;

0,59/L MgSO4 x 7 H,O
0,5g/L KCI

0,2 g/L Glucose

0,2 g/L Saccharose

22 g/L  Agar

Die Anzucht von G. cichoracearum erfolgte wie von Stein et al. (2006) beschrieben.

2.6 Pflanzenmaterial und Pflanzenanzucht

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Brachypodium distachyon Inzuchtlinie Bd21 genutzt
(Garvin, 2007). Zur Anzucht wurden die Samen von B. distachyon in einem Erde-Sand-
Gemisch (2:1; Einheitserdewerk Uetersen, Germany, ED 73 + 10 % Sand) ausgebracht und
fiir eine Woche bei 8 °C im Dunkeln stratifiziert. AnschlieBend erfolgte die Kultivierung in
einer Pflanzenanzuchtskammer unter einem 20-Stunden Tag bei 30 % relativer
Luftfeuchtigkeit.

Zur Selektion von transgenen Pflanzen wurden diese ab der T1-Generation 2 Wochen nach
der Aussaat iber einen Zeitraum von 2 Wochen mit dem Herbizid Basta (200 mg/L; Bayer

CropScience, Monheim) bespriiht.

Mit F. graminearum inokulierte B. distachyon wurden in eine Pflanzenkammer (Rumed,
Rubarth Apparate GmbH, Laatzen, Type 1604+) Uberfiihrt und zwei Wochen bei 21 °C,
65 % Luftfeuchtigkeit und einem Licht-Dunkelrhythmus von 16 h zu 8 h kultiviert.

2.6.1 Pflanzeninokulation mit F. graminearum

Weizenpflanzen werden zum Zeitpunkt der Anthese (Entwicklungszeitpunkt nach Zadok:
65 — 69; Zadoks et al., 1974) inokuliert, da sie in dieser Entwicklungsperiode besonders
anféllig fir eine F. graminearum Infektion sind (Parry et al., 1995). In B. distachyon
wurde die Blltephase etwa sechs Wochen nach der Aussaat erreicht (Entwicklungsstadium

nach der Skala der Bundesanstalt, des Bundessortenamt und der chemischen Industrie
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(BBCH): 61 - 65, Hong et al., 2011). Die Inokulation mit F. graminearum erfolgte am
spaten Nachmittag.

Fur die Spriihinokulation wurden die Ahren mit 1 mL einer Konidiensuspension mit 100

Konidien/pL mit Hilfe eines kleinen Pumpzerstaubers bespriiht.

Bei der Punktinokulation wurde etwa die dritte Blute eines Ahrchens, wenn die
Staubblatter (Antheren) in dieser gut erkennbar waren, mit 1 pL einer Konidiensuspension
(40 Konidien) bzw. sterilem Wasser als Kontrolle inokuliert. Das Inokulat wurde dazu,
ahnlich wie zur Weizeninokulation (modifiziert nach Pritsch et al., 2001), mit einer

Pipettenspitze vorsichtig zwischen Lemma und Palea gegeben.

AnschlieBend wurden bei beiden Inokulationsmethoden die Pflanzen 2 Tage in Plastiktiiten
inkubiert, um durch eine erhohte Luftfeuchtigkeit die Keimung der Konidien, sowie die
Primérinfektion zu fordern. Fur die folgenden Untersuchungen wurden mindestens 5
Ahrchen 7 bzw. 14 Tage nach der Inokulation (days post inoculation, dpi) geerntet,
gepoolt, unter flissigem Stickstoff gemorsert und in einer Gefriertrocknungsanlage
Iyophilisiert. Konnten die Ahrchen nicht direkt weiterbehandelt werden, wurden sie bei
-70°C gelagert.

Bewertung der Infektionsstarke

Die visuelle Bewertung der Infektion von B. distachyon erfolgte 5, 7, 11 und abschlie3end
14 dpi; ab diesem Zeitpunkt war kein Fortschreiten der Infektion mehr erkennbar.
Gleichzeitig war die Samenreifung abgeschlossen und der Ubergang in die Seneszenzphase
erfolgte (BBCH 89, Hong et al., 2011). Die Infektionsstarke wurde mittels eines
numerischen Punktesystems (Disease Score) bewertet (vgl. Abbildung 2-1). Dazu wurden
die einzelnen Bliten eines Ahrchens naher betrachtet. Bei einer leichten Infektion der
Blute, bei der nur sehr kleine nekrotische Stellen auf der Karyopse erkennbar waren (vgl.
Abbildung 2-1 B), wurde die Infektion mit 0,1 bewertet. War die Infektion weiter
fortgeschritten, so dass die Bliute bis zur Halfte eine Braunung zeigte (vgl. Abbildung 2-1
C), erhielt diese einen Score von 0,5. Eine starke Infektion der Blite, bei der mehr als die
Halfte nekrotisch war, wurde mit einem Disease Score von 1,0 bewertet (vgl. Abbildung 2-
1 D). AbschlieRend wurde fiir jede Bliite eines inokulierten Ahrchens die Infektionsstarke

ermittelt und der Disease Score fiir das gesamte Ahrchen berechnet.
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Abbildung 2-1: Beispiel des Punktesystems (Disease Score) zur Bewertung der
Infektionsstérke von F. graminearum auf B. distachyon.

Die Infektion wurde 14 dpi bewertet. (A) Uninfizierte Blute. (B) Schwache Infektion einer Blite, bei
der nur eine geringe Verbrdunung erkennbar ist. Disease Score = 0,1. (C) Fortgeschrittene
Infektion mit Nekrosen bis zur Halfte der Blite. Die Infektionsstarke wurde mit 0,5 bewertet. (D)
Starke Infektion der Bllte, die mit einem Disease Score von 1,0 bewertet wurde. Anhand des
aufsummierten Disease Score kann die Starke der Infektion eines Ahrchens beschrieben werden.
L: Lemma; N: Nekrose; Mal3stab: 2 mm

2.6.2 Erzeugung transgener Pflanzen

Der zur Erzeugung von transgenen B. distachyon Pflanzen bendtigte DNA-Transfer wurde
durch das Bodenbakterium A. tumefaciens vermittelt. Die eingesetzten bindren Vektoren
sind vom Ti-Plasmid abgeleitet und lassen sich sowohl in E. coli als auch A. tumefaciens
propagieren. Zur Selektion in Prokaryoten codiert das Plasmid pCAMBIA fir eine
Kanamycinresistenz durch das NPTII-Gen. Innerhalb der left- und rightborder liegt das
BAR-Gen fiir eine Phosphinothricinacetyl-Transferase (PAT) zur Selektion von transgenen

Pflanzen mittels des nicht-selektiven Herbizids Basta.

Die zu transformierenden Konstrukte wurden zunéchst in vitro erzeugt und in E. coli
OmniMAX™ 2 T1R amplifiziert. Nach der Kontrolle der erfolgreichen Klonierung durch
einen Restriktionsverdau und Sequenzierung wurde das Konstrukt in A. tumefaciens
GV3101 mit dem Helferplasmid pMP90RK (Koncz und Schell, 1986) transformiert. Die
Pflanzentransformation wurde nach Alves et al.2009) durchgefiihrt und wird im Folgenden

nur zusammenfassend dargestellt. Zunéchst wurden etwa 7 Wochen nach der Aussaat
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(BBCH 73 - 75, Hong et al., 2011) von Pflanzen mit Bd21 Hintergrund unreife Embryonen
aus den Karyopsen isoliert und auf Kallus-Induktionsmedium gegeben. Sich entwickelnde
Sprossen wurden regelmaBig entfernt, um die Bildung von embryogenem Kallusgewebe zu
fordern. Nach jeweils drei Wochen, zwei Wochen sowie einer Woche wurden die

embryogenen Kalli geteilt und auf frisches Kallus-Induktionsmedium gegeben.

Von positiven A. tumefaciens Klonen wurde zunidchst eine 4 mL Vorkultur mit LB-
Medium und entsprechenden Antibiotika (100 pg/mL Rifampicin, 50 pg/mL Kanamycin,
50 pg/mL Gentamycin) angelegt. Nach 2-3 Tagen bei 28 °C wurden 200 pL der Vorkultur
in eine 200 mL LB-Hauptkultur mit alleiniger Selektion auf das binare Plasmid (50 pg/mL
Gentamycin) Uberimpft. Nach weiteren 2 Tagen bei 28 °C wurde die Bakeriensuspension
bei 5000 rpm fiir 30 min abzentrifugiert, in 10 mL MSB mit 45 mg/mL Acytosyringon
durch Vortexen resuspendiert und fir 1 h geschittelt. Die Kalli wurden mit 15 mL
A. tumefaciens Suspension mit einer OD ; goonm VON 1 bedeckt. Nach 5 Minuten wurde die
Suspension abpipettiert, die Kalli auf sterilem Filterpapier kurz getrocknet und in
Petrischalen Uberflhrt, die mit 750 pL MSB mit 45 mg/mL Acytosyringon befeuchteten
Filterpapier ausgelegt waren. Die Ko-Kultivierung von embryogenen Kalli und
A. tumefaciens erfolgte fir 2 Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln. Zur Selektion der
transgenen Bereiche wurden die Kalli 2-mal fur 3 Wochen auf Selektionsmedium mit
Basta gegeben. Das Selektionsmedium wurde mit Timentin angereichert, um das
A. tumefaciens Wachstum zu inhibieren. Die Regeneration erfolgte zundchst, bis sich die
ersten Sprossen mit Wurzeln gebildet hatten, auf Regenerationsmedium und anschlieRend
auf Keimmedium. Kleine Pflanzen wurden in Erde (berfihrt und in einer
Pflanzenanzuchtskammer bei 22 °C und einem 20-Stunden Tag bis zur Samenreife
weiterkultiviert. Zusatzlich zur Selektion wurden die transgenen Pflanzen per
Polymerasekettenreaktion  (PCR) mit  Konstrukt-spezifischen  Oligonukleotiden

genotypisiert, sowie mittels Southern-Blot die Anzahl der Integrationen bestimmt.
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Kallus-Induktionsmedium (CIM)

4,3 ¢g/L
30 g/L

1 mL/L
1mL/L
2g/L
250 pL/L
500 pL/L

MS-Salze

Saccharose

Fe-EDTA Stammlésung (40 mg/mL)
CuS04 (0,6 mg/mL)

Phytagel

2,4-D (5 mg/mL)

MS-Vitamine (103 mg/mL)

pH 5,8 mit 1 M KOH

MSB

4,3 ¢g/L
10 g/L
10 g/L
1mL/L
1 mL/L

MS-Salze

Saccharose

Mannitol

Fe-EDTA Stammldsung (40 mg/mL)
CuSO, (0,6 mg/mL)

pH 5,5 mit 1 M KOH

Selektionsmedium (SM)

4,3 g/L
30 g/L

1 mL/L

1 mL/L
2g/L
500 pL/L
1 mL/L
700 pL/L
300 pL/L

MS-Salze

Saccharose

Fe-EDTA Stammldsung (40 mg/mL)
CuS04 (0,6 mg/mL)

Phytagel

2,4-D (5 mg/mL)

MS-Vitamine (103 mg/mL)
Timentin (320 mg/mL)

Basta (10mg/ml)

pH 5,8 mit 1 M KOH
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Regenerationsmedium (RM)

4,3 ¢g/L
30 g/L
1 mL/L
1mL/L
2g/L

1 mL/L
1 mL/L
700 pL
300 pL

MS-Salze

Saccharose

Fe-EDTA Stammlésung (40 mg/mL)
CuS04 (0,6 mg/mL)

Phytagel

Kinetin (0,2 mg/mL)

MS-Vitamine (103 mg/mL)
Timentin (320 mg/mL)

Basta (10mg/ml)

pH 5,8 mit 1 M KOH

Keimmedium (GM)

4,3 g/L
30 g/L
1 mL/L
2g/lL

1 mL/L
1 mL/L
700 pL
300 pL

MS-Salze

Saccharose

Fe-EDTA Stammlésung (40 mg/mL)
Phytagel

Kinetin (0,2 mg/mL)

MS-Vitamine (103 mg/mL)
Timentin (320 mg/mL)

Basta (10mg/ml)

pH 5,8 mit 1 M KOH

2.7 Molekularbiologische Methoden

Standardmethoden wurden von Sambrook und Russell, 2001) abgeleitet und werden nicht

néher beschrieben. Fiir einige Methoden standen Kits zur Verfiugung (s. 2.2), bei denen

nach Herstellerprotokoll gearbeitet wurde.

2.7.1 RNA-Praparation

2.7.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial

Fur die Isolation von Gesamt-RNA wurden von 3 Wochen alten Pflanzen jeweils 2 Blétter

geerntet und in flussigem Stickstoff eingefroren. Der Zellaufschluss erfolgte ebenfalls
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Tiefgefroren in einer Schwingmuhle (MM2000, Retsch, Haan) mit 2 Stahlkugeln bei einer
Amplitude von 80.000 Hz/s fir 2x 1 min. Das gemdrserte Pflanzenmaterial wurde
anschlieBend in 450 pL PL Puffer des innuPREP Plant RNA Kit aufgenommen. Die
weitere Isolation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Qualitat der RNA wurde zum Einen
Uber ein frisches Agarosegel, zum Anderen (ber die photometrische
Konzentrationsbestimmung (NanoVue, GE Healthcare, Freiburg) ermittelt.

2.7.1.2 Probenvorbereitung fur die quantitative real time PCR (QPCR)

DNase-Behandlung

Zur Entfernung von Kontaminationen genomischer DNA wurde ein zusétzlicher DNA-
Verdau mit DNase | (Fermentas) durchgefiihrt. Es wurden 0,2 bis 1 pg RNA in einem
Volumen von 10 pL nach Herstellerangaben behandelt, wobei pro Experiment die RNA

Mengen der einzelnen Proben aneinander angepasst wurden.

Glycogenfallung

Die RNA wurde anschliel3end spezifisch mit 0,05 pg/uL Glycogen (RNA-free, Fermentas)
sowie 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (Fermentas) in 2,5 Volumen Ethanol (p.a., 96%)
Uber Nacht bei -70 °C gefallt. Nach einem Zentrifugationsschritt (15 min, 10.000 U/min,
4 °C) und einem Waschschritt mit 70 %igen EtOH (p.a.) wurde das luftgetrocknete Pellet

in 30 pL RNase freiem Wasser aufgenommen.

Erststrang-cDNA-Synthese

Als Matrize in der gPCR diente ein cDNA-Strang, der mittels des Maxima™ First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Fermentas) nach Herstellerangaben aus RNA

synthetisiert wurde.

2.7.1.3 Quantitative real time PCR (qPCR)

Die quantitative real time PCR (gPCR) ermdglicht die Bestimmung der Konzentration
eines Gens. Zum Einen kann Uber ein Referenzgen ein Rickschluss auf die
Expressionstédrke eines Gens erfolgen, zum Anderen kann mittels einer Referenzmenge an

DNA die absolute Konzentration in einer Probe bestimmt werden.
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Der verwendete LightCycler® 480 SYBR Green | Master enthalt den Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green, der in doppelstrangige DNA interkaliert und ein Signal erzeugt, dass nach
jedem Zyklus gemessen wird und proportional zur aktuellen DNA-Konzentration ist. Zum
Abschluss der Reaktion wurde eine Schmelzkurvenanalyse der Amplifikate durchgefiihrt,
die auf unspezifische Produkte oder Primerdimere hinweisen kann. Die Quantifizierung
erfolgte durch Triplikate mit folgendem Temperaturprofil im LightCycler® 480 und der

zugehorigen Software (Roche):

Schritt Temperatur  Zeit Zyklen
Pre-Inkubation 95°C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 10 sec

Annealing 62 °C 10 sec 45
Elongation 72 °C 10 sec

Fluoreszenz Messung Nach jedem Zyklus

Schmelzkurve 58°C-95°C 5sec/°C 1

Die Expressionsniveaus der BdGSLs wurde mittels vorgefertigter Real Time ready-Platten
(RTR, Roche) analysiert. Bei den RTR-Platten handelt es sich um Mikrotiterplatten, die
mit bereits optimierten Sonden und Primern bestlickt sind, mit einer garantierten
Primereffizienz von 100% + 10% (Mauritz et al., 2005). Fir die gPCR wurden Mastermixe
angesetzt, wobei fir jedes well 5 pL cDNA mit 10 puL Nukleinséure-freiem Wasser und 10
uL des LightCycler® 480 Probes Master versetzt wurde. Die Menge des Housekeeping-

Gens Ubiquitin diente als endogene Referenz zur Normalisierung der Genexpression.

Die Quantifizierung erfolgte durch Duplikate mit folgendem Temperaturprofil im

LightCycler® 480 und der zugehdrigen Software (Roche):

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Pre-Inkubation 95 °C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 10 sec

Annealing 60 °C 30 sec 45
Elongation 72 °C 1sec

Fluoreszenz Messung Nach jedem Zyklus
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Zur Datenauswertung wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft)
eingesetzt. Die Berechnung der relativen Expressionsniveaus erfolgte dabei nach Pfaffl
2003).

2.7.2 DNA-Isolation

Zur lsolation von genomischer DNA aus Pflanzenmaterial wurde die Methode nach
Pallotta et al. (2000) angewandt. Dazu wurde etwa 100 mg Blattmaterial von B. distachon
mit 2 Stahlkugeln in flussigem Stickstoff gefroren und in einer Schwingmuhle (MM2000,
Retsch) bei 60 - 100 Hz fir drei Minuten aufgeschlossen. Das gefrorene Pflanzenmaterial
wurde mit 800 pL Extraktionspuffer versetzt und grindlich gevortext. Nach der Zugabe
von 800 pL Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) wurde das Homogenisat fr
zwei Minuten gevortext und fir 3 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die obere,
wasserige Phase wurde abgenommen und die Nukleinsdure mit 800 uL Isopropanol, sowie
80 pL 3 M Natriumacetat pH 5,2 fur 10 Minuten bei 10.000 rpm und 4 °C gefallt. Nach
einem Waschschritt mit 70 %igem EtOH (p.a.) wurde das Pellet luftgetrocknet,
anschlieBend in 100 puL TE-Puffer, pH 8 mit 40 pg/mL RNase aufgenommen und Uber
Nacht bei 4 °C gelost.

DNA-Extraktionspuffer

1% N-lauryl-sarcosin
100 mM  Tris HCI, pH 8
10 mM EDTA, pH 8
100mM  NaCl

2.7.3 Restriktionsverdau genomischer DNA

Von der genomischen DNA, die in einem Southern-Blot eingesetzt wurde, wurden 20 pg
Uber Nacht mit 2 Units pro ug DNA einer Typ Il1-Restriktionsendonuklease verdaut. Die
Reaktion fand mit dem vom Hersteller empfohlenen Puffer unter dem jeweiligen
Temperaturoptimum des Enzyms statt. Durch die Zugabe von 5 mM Spermidin

(Fermentas) zum Reaktionsansatz sollte die Spezifitat des Restriktionsenzyms erhoht
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werden. Die Reaktion erfolgte ber Nacht, um einen vollstandigen Verdau der
genomischen DNA zu gewéhrleisten.

AnschlieBend wurde die verdaute DNA mittels 70 pL Isopropanol und 10 pL
Natriumacetat (pH 5,2) fir 30 Minuten bei -20 °C geféllt. Nach einem
Zentrifugationsschritt (13.000 rpm, 30 min, 4 °C) wurde das Pellet mit 70 %igem EtOH
(p.a.) gewaschen, erneut zentrifugiert und das luftgetrocknete Pellet tiber Nacht in 30 pL

TE aufgenommen.

2.7.4 Southern-Blot

Die Bestimmung der Kopienzahl des Transgens im Genom der transgenen B. distachyon
Pflanzen erfolgte durch eine Southern-Blot-Hybridisierung. Dafur wurde genomische
DNA aus B. distachyon isoliert (s. 2.7.2), mit einem geeignetem Enzym verdaut (s. 2.7.3)

und durch ein 1 %iges Agarosegel aufgetrennt.

Die Southern-Blot-Hybridisierung erfolgte modifiziert nach den Angaben des DIG
Application Manuals der Firma Roche. Die DNA wurde mittels Kapillartransfer auf eine
Hybond NX-Nylonmembran (Amersham) Ubertragen und dort durch UV-Licht (UV-
Crosslinker, Stratagene) fixiert. Die Membran wurde in eine Hybridisierungsrohre
uberfiihrt und 30 min in 20 mL vorgewarmter DIG Easy Hyb-L&dsung bei einer sonden-
spezifischen Temperatur im Hybridisierungsofen prahybridisiert. Die Berechnung der
optimalen Pr&- und Hybridisierungstemperatur erfolgte, wie im DIG Application Manual
vorgegeben, anhand des GC-Gehalts und der Lange der Sonde. Die Sonde wurde fir 10
min bei 100 °C denaturiert, anschlieBend auf Eis gekuhlt und 30 mL vorgewarmter DIG
Easy Hyb-Losung zugesetzt. In diese Hybridisierungslésung wurde die Membran (ber

Nacht weiter inkubiert.

Um mogliche nicht-homologe Bindungen von Sonde und Zielsequenz aufzubrechen und
die unpassenden Sequenzen wegzuschwemmen, wurde die Membran nach der
Hybridisierung zundchst 2x mit 200 mL Low Stringency-Puffer, dann 2x mit 50 mL

vorgewarmten High Stringency-Puffer bei 68 °C gewaschen.

Fir die Detektion wurde die Membran zundchst in 100 mL frischer Blocking-Losung

inkubiert. Der gegen Digoxigenin gerichtete, mit einer alkalischen Phosphatase konjugierte
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Antikorper (Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments, Roche) wurde frisch 1:10.000 in
Blocking-Losung verdunnt und fir 30 min auf die Membran gegeben. Nach erneuten
Waschschritten wurde als Substrat der alkalischen Phosphatase 500 pL 1:100 verdunntes
CSPD (Roche) eingesetzt. Die erzeugte Chemiluminenzenz konnte nach 30 min Exposition
und Entwicklung (Compact 2, Protec) eines sensitiven Films (Amersham Hyperfilm ECL)
detektiert werden.

2.8 Metabolitenanalyse

2.8.1 Bestimmung der Konzentration des Mykotoxins DON

Die Quantifizierung des Mykotoxins DON in den mit F.graminearum inokulierten
Ahrchen erfolgt durch den Ridascreen DON Test (R-Biopharma, Darmstadt). Dieser
basiert auf einem kompetitiven Enzymimmunoassay (Enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA), der auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion beruht. Daflr sind die
Vertiefungen der Mikrotiterstreifen mit Fang-Antikérpern gegen einen Anti-
Deoxynivalenol-Antikérper beschichten. Nach Zugabe der Probe konkurriert das darin
enthaltene unmarkierte DON mit dem im Kit enthaltenen, enzymmarkierten DON um die
Deoxynivalenol-Antikoérper-Bindestellen. Gleichzeitig wird der Anti-Deoxynivalenol-
Antikorper von den immobilisierten Fang-Antikorpern gebunden. Das nun gebundene
Enzymkonjugat kann durch die Zugabe einer Substratlésung photometrisch nachgewiesen
werden, wobei die Extinktion der Losung umgekehrt proportional zur DON-Konzentration
der Probe ist.

Zur Extraktion von DON aus dem homogenisierten und gefriergetrockneten
Pflanzenmaterial (vgl. 2.6.1) wurden 25 mg in 250 pL (bzw. 50 mg in 500 pL)
deionisiertem Wasser aufgenommen, 1 min gevortext und 5 min bei 300 rpm geschittelt.
Das Pflanzenmaterial wurde anschlieRend fiir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand,
wenn mdoglich, so verdinnt, dass die DON-Konzentration der Probe innerhalb der
Nachweisgrenzen des Tests lagen (zwischen 3,7 ppb und 33,3 ppb). Die Testdurchfiihrung
erfolgte anschlieBend nach Herstellerangaben. Zur photometrischen Bestimmung der
Substratkonzentration wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 450 nm im
Microplate Reader Synergy HT (Biotek, Bad Friedrichshall) bestimmt.
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Um die DON Menge in Relation zur Menge des Pilzmyzels ausdriicken zu kénnen, wurde
mittels gPCR (vgl. 2.7.1.3) die Menge an genomischer F.graminearum DNA in den
untersuchten Pflanzenproben quantifiziert. Dazu wurde zunachst genomische DNA aus 5
mg, in Flussigkultur angezogenem, Pilzmyzel isoliert (Plant Genomics DNA mini Kit,
Avegene). Anschliefend wurde die Menge am Haushaltsgen g-Tubulin pro eingesetztem
mg Myzel in funf Verdunnungstufen in einer gPCR bestimmt. Uber spezifische Primer, die
ausschlieBlich an g-Tubulin aus F. graminearum bindeten, konnte die Konzentration der
DNA aus F.graminearum im Verhéltnis zur Gesamt-DNA aus dem Pflanzenmaterial

berechnet werden.

2.8.2 Zellwandanalyse

Die Analyse von moglichen Zellwandveranderungen erfolgte durch die Bestimmung der
Zusammensetzung der Hemicellulosen. Dafiir wurden zundchst die alkoholunléslichen
Bestandteile der Zellwand isoliert. AnschlieBend wurden spezifisch die Hemicellulosen
durch die Behandlung mit Trifluoressigsaure in Monosaccharide hydrolysiert, wahrend die
Cellulose nicht angegriffen wurde (De Ruiter und Burns, 1987). Die freigesetzten
Monosaccharide wurden abschlieBend durch Anionenaustausch-Chromatographie mit

gepulster amperometrischer Detektion (HPAEC-PAD) aufgetrennt und detektiert.

2.8.2.1 Extraktion der alkoholunlgslichen Fraktion (AIR)

Die Aufbereitung des Pflanzenmaterials fiir die Zellwandanalyse erfolgte nach Arora et al.
(2010) indem zundchst die alkoholunldslichen Bestandteile (alcohol insoluble residue,
AIR) extrahiert wurden. Dafir wurden 20 mg des gemorserten und gefriergetrockneten
Pflanzenmaterials (vgl. 2.6.1) mit 1 mL Ethanol (96%, tech.), sowie 2 Stahlkugeln versetzt,
fur 2x 5 min mit einer Frequenz von 30 Hz mechanisch zerkleinert (Retsch MM 400,
Haan) und 15 min bei 100°C gekocht. Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min, 13.000
rom) wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet mit 70%igem Ethanol 10 mal
gewaschen und tber Nacht in einem Vakuumtrockner (Speed Vac Concentrator, Savant
Instruments, Farmingdale, USA) getrocknet. Die in der alkoholunldslichen Fraktion
vorhandene Starke wurde durch a-Amylase (0.29 U/ 10 mg; Sigma-Aldrich; in
Acetatpuffer (100 mM, pH 5.0)) fir 1h bei 85°C, gefolgt von Amyloglucosidase (0.30
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U/10 mg; Sigma-Aldrich; in Acetatpuffer (100 mM, pH 5.0) fur 2h bei 50°C verdaut. Die
Enzyme wurden durch 3 Vol Ethanol (70%) fur 10 min deaktiviert und das Pellet nach

einem Zentrifugationsschritt erneut gewaschen und getrocknet.

2.8.2.2 Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung durch
Anionenaustausch-Chromatographie mit gepulster amperometrischer
Detektion (HPAEC-PAD)

Die alkoholunléslichen Zellwandbestandteile wurden fir 1h bei 120°C durch
Trifluoressigsaure (TFA, 2M) hydrolysiert. Das TFA wurde unter Vakuum verdampft. Um
die Monosaccharide zu I6sen wurde das Pellet in 1 mL deionisiertes Wasser aufgenommen
und gevortext. 15 pL der Monosaccharide wurden erneut in 1 mL Wasser verdinnt und
mittels HPAEC-PAD (High Performance Anion Excange Chromatography mit Pulsed
Amperometric Detection) an einem ICS-5000 (Dionex, USA), ausgestattet mit einem
elektrochemischen Detektor und einer CarboPac PA 20 Saule (3% 150 mm, Dionex, USA)
nach @bro et al. (2004), detektiert. Als Standard wurde Fucose, Arabinose, Rhamnose,
Galactose, Mannose, Xylose, Glucose, Glucuronsédure und Galacturonsaure (Sigma-
Aldrich) eingesetzt.

2.8.3 Bestimmung der Callose-Konzentration

Zum Zeitpunkt 3 dpi begann F.graminearum die Rachilla der inokulierten Bliite zu
kolonisieren, um sich danach im restlichen Ahrchen auszubreiten. Daher wurde die
Callose-Konzentration ausschlieflich in der Rachilla der inokulierten Blute tber eine
mikroskopische Analyse bestimmt. Die Ahrchen wurden langs entlang der Rachilla
aufgeschnitten und die Callose durch Anilinblau (Biosupplies, Australien) angeféarbt. Die
Mikroskopie erfolgte durch ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop wie in 2.9.3
beschrieben, wobei fir alle Aufnahmen vergleichbare Einstellungen gewéhlt wurden.
Aufgenommen wurde die Rachilla Uber einen Z-Stack um Unebenheiten auszugleichen.
Die einzelnen Schichten des Z-Stacks wurden mit der ZEN Software durch eine Maximum
Intensity Projection zu einem Bild (bereinander gelegt. Dieses Bild wurde in Photoshop
CS4 (Adobe, USA) in ein SchwarzweiR-Bild umgewandelt, wobei ausschlieBlich die

Cyanwerte, die Callose représentierten, in Grauwerte Ubersetzt wurden. Anschliel3end
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wurde durch das Schnellauswahlwerkzeug der Rachilla-Bereich kopiert, in dem die, durch
F. graminearum induzierten, punktuellen Calloseablagerungen zu beobachten waren.
Dabei wurde auf eine gleichméRige Auswahl des Bereichs in allen untersuchten Proben
geachtet. Der Bereich wurde abschlieBend in die Software GSA Image Analyser
(Gesellschaft fur Softwareentwicklung und Analytik mbH, Rostock) analysiert, die es
ermoglicht die Flache eines Grauwertes in einem Bild als Pixel pro Gesamtbild zu

bestimmen. Somit konnte die Callosekonzentration pro Rachilla bestimmt werden.

Die Callose-Konzentration in den inokulierten Ahrchen zum Zeitpunkt 7 und 14 dpi wurde
durch einen ELISA basierten Assay (Pattathil et al., 2010) bestimmt. Dafiir wurde die
Callose aus 10 mg Pflanzenmaterials (vgl. 2.6.1) mit 400 pL NaOH (1M) bei 80°C uber 20
min extrahiert, mit NaOH (1M) erneut verdinnt und in eine Mikrotiterplatte (Costar 3598;
Corning Life Sciences) pipettiert. Durch Verdunsten der Flissigkeit (Uber Nacht bei 37°C)
wurde die Callose an die Mikrotiterplatte gebunden. Nachdem die unspezifischen
Bindungsstellen mit einer Blockierungslosung aus fettarmem Milchpulver blockiert
wurden, diente ein gegen $-1,3-Glucan gerichteter, monoklonaler Antikdrper (Biosupplies)
in einer 1:2500 Verdunnung in Waschpuffer als primdrer Antikorper. Nach einem
Waschschritt wurde ein sekundérer Peroxidase-konjugierter Anti-Maus 1gG-Antikorper
(1:7500; Sigma) gebunden. Der Farbumsatz des Substrates p-Nitrophenylphosphat
(1 mg/mL p-NPP, Sigma; in einem Diethanolaminpuffer mit MgCl,) durch die Peroxidase
konnte durch eine Absorptionsmessung bei 405 nm im Mikroplate Reader nachgewiesen
werden. Zur Berechnung der Callose-Konzentration wurde eine Verdlnnungsreihe des /-

1,3-Glucans von Euglena gracilis (Sigma) mitgefiihrt.

Blockierungslésung

1% Magermilchpulver
50 mM Tris HCI, pH 7,6
100 mM  NaCl
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Waschpuffer
0,1% Magermilchpulver
150 MM NaCl

1 mL/L Tween 20

2.9 Mikroskopische Analysen

Die Visulisierung der Infektion erfolgte mittels einer Kamera mit Makroobjektiv,
Fluoreszenzbinokular und konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM). Dazu wurden

die inokulierten Ahrchen entlang der Rachilla aufgeschnitten.

2.9.1 Kamera

Um die Infektionsstiarke zu bewerten, wurden die inokulierten Ahrchen mit einer, an einem
Stativ befestigten, Kamera (D300s, Nikon, Japan) mit einem Makroobjektiv (Sigma,

Japan) und der PC-Software Camera Control Pro (Nikon) aufgenommen.

2.9.2 Fluoreszenzbinokular

Fur die Inokulation der Ahrchen wurde F. graminearum Mutanten ausgewéhlt, die ein
konstitutives GFP-Signal erzeugten, anhand dessen man den Infektionsverlauf verfolgen
konnte. Sowohl Auflicht- als auch Fluoreszenzaufnahmen erfolgten mit dem
Fluoreszenzmikroskop Nikon AZ100. Die GFP-Fluoreszenz wurde mittels des Epi-
Fluoreszenzilluminator C-HGFI, sowie des B-2A Filters mit einer Extinktion von 450-490

nm visualisiert.

2.9.3 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)

Um ein noch detaillierteres Bild der Infektion zu erhalten, wurden die Callose in den
inokulierten Ahrchen mittels des Anilinblau Farbstoffs angefarbt und durch das konfokale
Laserscanning-Mikroskops LSM 780 und der ZEN 2011 Software (Zeiss, Jena) analysiert.
Die jeweilige genutzte Extinktion und Emission war anwendungsabhangig und kann der

folgenden Tabelle entnommen werden.
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Tabelle 2-6. Extinktion- und Emissionswerte der genutzten Fluoreszenzproteine am CSLM.

Fluoreszenzprotein Extinktion (nm) Emission (nm)
GFP 488 525 - 560
Anilin Blau (Callose) 405 464 — 505
Pflanzliche Autofluoreszenz 561 588 - 735

2.10 Statistische Analysen

Fur sémtliche statistischen Analysen wurde das Statistikprogramm SPSS Statistics (IBM,
Armonk, USA, Release 20.0.0) genutzt. Daten des Disease Scores, der DON-
Konzentration, der Zusammensetzung der Monosaccharide und des Callosegehalts wurden
anhand der Mittelwerte durch einen einfachen ANOVA-Test (Analysis of Variance) auf
Signifikanz getestet. Zundchst wurde die Homogenitét der Varianzen durch eine Levene-
Statistik tberprift. Bei ungleichen Varianzen wurde die Signifikanz mittels Welch-Test
ermittelt. Um die signifikanten Werte zu identifizieren, wurde ein geeigneter Dunnett Post-
Hoc Test nachgeschaltet, abhdangig von der Varianzgleichheit und der Anzahl der

Stichproben.
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3. ERGEBNISSE

Zunéchst sollte untersucht werden, in wieweit sich B. distachyon als Modellorganismus fir
eine F. graminearum Infektion eignet. Daflir musste geklart werden, ob B. distachyon als
Wirt fur F. graminearum dient und Krankheitssymptome hervorrufen kann. Um dies zu
untersuchen wurden Ahrchen von B. distachyon zum Einen sprithinokuliert, zum Anderen
wurden einzelne Bliiten einer Ahre punktinokuliert, wobei das Pathosystem Weizen-
F. graminearum, welches bereits gut charakterisiert ist, als Vorbild fungierte.
AnschlieBend wurde die Ausbreitung des Pilzes und die Mykotoxinkonzentration innerhalb

des inokulierten Ahrchens betrachtet.

3.1 F. graminearum Infektion auf B. distachyon

Bei einer Weizeninfektion mit Ahrenfusarien konnen verschiedene Resistenztypen
unterschieden werden (Schroeder und Christensen, 1963, Bai und Shaner, 2004). Die drei
wichtigsten Resistenzen sind: a) Resistenz gegenuber der Primérinfektion (Resistenztyp 1),
d.h. ein erfolgreiches Eindringen wird verhindert; b) eine Resistenz gegentber einer
weiteren Ausbreitung innerhalb der Ahre (Resistenztyp 11); sowie c) eine Resistenz
gegenuber gebildeten Mykotoxinen (Resistenztyp Il1), z. B. indem die Bildung im Pilz

inhibiert wird oder sie von der Pflanze abgebaut werden (Miller und Arnison, 1986).

Eine Unterscheidung der verschiedenen Resistenztypen erfolgt anhand verschiedener
Inokulationsmethoden. So kann eine Resistenz von Typ | durch das Spruhen einer
Sporensuspension ber die bliihende Ahre nachgewiesen werden, wohingegen ein
Ausbreiten innerhalb der Ahre durch eine punktuelle Inokulation nachgewiesen werden
kann (Schroeder und Christensen, 1963).

3.1.1 B. distachyon kann von F. graminearum infiziert werden

Zunachst wurde B. distachyon mit einer Konidiensuspension des F.graminearum
Wildtypisolats 8/1 bespriiht, das zum besseren Nachweis einer erfolgreichen Infektion in
planta das grin-fluoreszierende Protein (GFP) konstitutiv exprimierte. 14 dpi mit 1 mL

einer Konidiensuspension (100 Konidien/uL) zeigten die Ahrchen teilweise nekrotische
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Bereiche. Die Infektionsstarke einzelner Ahrchen schwankte stark. Sie reichte von
fehlenden visuellen Krankheitssymptomen, bis zu mehreren verbraunten Bliten pro
Ahrchen wie in Abbildung 3-1 dargestellt. Aufgrund dieser Variabilitit wurde keine
statistische Auswertung vorgenommen. Dennoch konnte gezeigt werden, dass in
B. distachyon keine Typ I-Resistenz gegenuber dem F. graminearum Isolat vorliegt.
Allerdings konnte eine Typ Il-Resistenz mit dieser Inokulationsmethode nicht
ausgeschlossen werden, da nicht eindeutig erkennbar war, ob die benachbarten Bliten

eventuell von unabhéngigen F. graminearum-Infektionen betroffen waren.

Abbildung 3-1: Darstellung eines B. distachyon-Ahrchens 14 Tage nach einer erfolgreichen
Spruhinokulation mit F. graminearum.

(A) Auflichtbild zeigt Verbraunungen mehrerer Bliiten (B) Langsschnitt des gleichen Ahrchens,
wobei die verbraunten Bliiten deutlich erkennbar sind. (C) Unter dem Fluoreszenzbild zeigen diese
eine starke GFP-Expression des sich ausbreitenden Pilzes. Mal3stab: 2 mm

3.1.2 B. distachyon zeigt unterschiedliche Resistenztypen nach

Punktinokulation mit F. graminearum

Die Punktinokulation erfolgte ahnlich wie fur Weizen beschrieben, wobei 40 Konidien in
1 pL Suspension in eine einzelne Bliiten von B. distachyon zum Zeitpunkt der Anthese
(BBCH 61 - 65, Hong et al., 2011) gegeben wurden. Zum Inokulieren wurden neben einer,
dem Wildtyp ahnlichen, F.graminearum-Mutante unterschiedliche Deletionsmutanten

genutzt, die in ihrem Infektionsverlauf im Weizen bereits charakterisiert waren. Um den
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Infektionsprozess auch in planta verfolgen zu konnen, exprimierten alle inokulierten
F. graminearum-Mutanten GFP Kkonstitutiv. Der Infektionsverlauf wurde Uber einen
Zeitraum von 14 dpi beobachtet, bis die Samenreife einsetzte (BBCH 85, Hong et al.,

2011) und keine weitere Zunahme der Infektion erkennbar war.

Die GFP exprimierende Wildtyp-Mutante (im weiteren wt-GFP, Jansen et al., 2005) von
F. graminearum zeigte innerhalb des Ahrchens von B. distachyon eine starke Infektion und
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Ausbreitung, gekennzeichnet durch ausgepréagte nekrotische Lasionen, die sich bereits 2
dpi ausbreiteten. Auffallig war, dass in den nekrotischen Bereichen des Ahrchens die
Ausbildung der Karyopsen unterblieb. Anhand der GFP-Fluoreszenz konnte die
Ausbreitung des Pilzes von der inokulierten zur benachbarten Blite durch eine
Kolonisierung der Rachilla beobachtet werden (Abbildung 3-2 A). Dementsprechend nahm
wéhrend der beobachteten 14 dpi der Disease Score der Infektion von 0,6 (5 dpi) konstant
zu und erreichte abschlieBend einen Wert von 2,3 (Abbildung 3-2 E). Die flr eine
F. graminearum Infektion typische Ahrenbleiche auf Weizen konnte bei B. distachyon

partiell beobachtet werden.

Aus der Weizeninfektion mit F. graminearum ist bekannt, dass fir eine erfolgreiche
Ausbreitung des Pilzes vom inokulierten zum benachbarten Ahrchen das Trichothecen-
Mykotoxin DON erforderlich ist (Proctor et al., 1995). Der knock-out der
Trichodiensynsthase TRI5, die das erste Enzym im Trichothecen-Biosyntheseweg kodiert,
fuhrt zum Abbruch der Synthese und beschrénkt das Wachstums und die Ausbreitung von
F. graminearum ausschlieBlich auf das inokulierte Ahrchen. Der Pilz ist nicht mehr in der
Lage die Rachis zu kolonisieren, was somit zu einer reduzierten Virulenz des Pilzes flhrt
(Jansen et al., 2005). In B. distachyon konnte die knock-out-Mutante Atri5-GFP nur die
inokulierte Blite infizieren. Es konnten weder fluoreszierende Hyphen in benachbarten
Bluten, noch eine Kolonisierung der Rachilla beobachtet werden (vgl. Abbildung 3-2 B).
Der Disease Score der Infektion mit der Atri5-GFP-Mutante (vgl. Abbildung 3-2 E) war
zum ersten betrachteten Zeitpunkt (5 dpi) mit dem der wt-GFP vergleichbar (0,6). Im

Verlauf der Infektion zeigte sie allerdings einen langsameren Anstieg und unterschied sich

Abbildung 3-2: Infektionsverlauf in F. graminearum inokulierten B. distachyon Ahrchen.
(A-E) Auflichtbilder von Langsschnitten durch B. distachyon Ahrchen 14 dpi stellen die sichtbaren
nekrotischen Bereiche durch die Infektion dar. Fluoreszenzbilder zeigen die Ausbreitung der
Pilzhyphen innerhalb des Ahrchens. (Maf3stab: 2 mm) Die rechten Bildbereiche bilden jeweils die
Rachilla der inokulierten Blute ab. (Mal3stab: 0,2 mm) (A) Mit Hilfe der GFP-Fluoreszenz konnten
die in die Rachilla, sowie in die benachbarten Bliiten vordringenden Hyphen des wt-GFP Stammes
visualisiert werden. (B, C) Die Hyphen der Deletionsmutante der Trichodiensynthase (Atri5-GFP)
und der sekretierten Lipase 1 (Aflg1-GFP) konnten die Rachilla nicht kolonisieren; die Infektion war
auf die inokulierte Blite beschrankt. (D) Die Inokulation mit dem Knock-out der apathogenen MAP-
Kinase 1 (Agpmk1-GFP) fiihrte nur zu geringen nekrotischen Flecken in B. distachyon. (E) Der
Disease Score 5, 7, 11, und 14 dpi stieg fur die Infektion mit wt-GFP kontinuierlich an, wahrend die
Ausbreitung von Atri5-GFP und Aflg1l-GFP stoppte. Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden im Vergleich zum entsprechenden wt-GFP-Wert
berechnet. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.005 gemals ANOVA gefolgt von einem Dunnett Post-
Hoc-Test.
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11 dpi mit einem Disease Score von 1,1 bereits signifikant (P < 0,05) von der wt-GFP
Infektion (1,4). Entsprechend des visuellen Phénotyps erreichte die Infektion 14 dpi mit
Atri5-GFP eine bedeutend signifikante (P < 0,001) Reduktion des Disease Scores auf 1,2.

Neben TRI5 bendtigt F. graminearum fir eine erfolgreiche, vollstandige Infektion einen
weiteren wirtsinduzierten Virulenzfaktor, die sekretierte Lipase FGL1 (Voigt et al., 2005).
Die Infektion mit Aflgl-GFP gestaltete sich &hnlich wie beim Atri5-GFP. Nur die
inokulierte Bliute zeigte nekrotische Symptome (Abbildung 3-2 B). In der Anfangsphase
der Infektion verlief der Disease Score zur wt-GFP Infektion vergleichbar stark, blieb dann
aber 11 dpi in der inokulierten Blite stecken und erreichte 14 dpi einen signifikant
reduzierten Wert von 1,1 (Abbildung 3-2 E).

Ein Defekt in der MAP Kinase MAP1/GPMK1 fihrt in einer Weizeninfektion zu einem
apathogenen Infektionsverlauf (Jenczmionka et al., 2003, Urban et al., 2003). In
B. distachyon konnte ebenfalls ein signifikant reduzierter Infektionsverlauf im Vergleich
zum wt-GFP fir alle Zeitpunkte beobachtet werden (P < 0,001; Abbildung 3-2 E). Der
visuelle Phénotyp der Agpmk1-GFP Infektion war hauptsachlich durch kleine nekrotische
Punkte am Lemma, sowie an der Palea direkt am Inokulationspunkt gekennzeichnet.
Innerhalb der inokulierten Bllite waren einzig die Antheren, sowie die Narben verbraunt,
an denen auch eine GFP-Fluoreszenz das Myzel kennzeichnete (vgl. Abbildung 3-2 D). Im
Gegensatz zu den anderen applizierten F.graminearum-Mutanten konnte eine mit
Agpmk1-GFP inokulierte Blite eine Karyopse ausbilden. Das restliche Ahrchen zeigte

keinerlei Krankheitssymptome.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die bereits aus der Weizeninfektion
beschriebenen F. graminearum-Mutanten in  B. distachyon einen vergleichbaren
Infektionsverlauf nehmen und eine Unterscheidung zwischen den ersten beiden

Resistenztypen auch in B. distachyon erfolgen kann.

3.1.3 Mykotoxinproduktion in F. graminearum inokulierten Ahrchen

In Weizen fihrt eine Infektion mit F. graminearum zum Ernteausfall, da die Karyopsen
nur unzureichend ausgebildet werden kdnnen (Bai und Shaner, 2004). Daneben produziert

F. graminearum Mykotoxine, die im geernteten Getreidekorn gesundheitsschéadlich auf
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Mensch und Tier wirken konnen. Dabei ist Deoxynivalenol (DON) das am h&ufigsten in
untersuchten Getreideproben nachweisbar Trichothecen (Nicholson, 2001).

Zum Nachweis einer DON-Produktion durch die verschiedenen F.graminearum-
Mutanten, wurde die Konzentration des Mykotoxins 7 und 14 dpi in den B. distachyon
Ahrchen mittels kompetitiven ELISA bestimmt. Um die DON Menge relativ zur
Pilzmenge bestimmen zu konnen, wurde mittels qPCR die F.graminearum-DNA
Konzentration, basierend auf der Menge an S-Tubulin, ermittelt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 3-3 zusammengefasst.
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Abbildung 3-3: Mykotoxinakkumulation in F.graminearum inokulierten B. distachyon
Ahrchen.

DON-Konzentration pro g Pilzmyzel 7 und 14 dpi. Auffallig ist die hohe DON-Konzentration bereits
7 dpi fur wt-GFP. (nd: nicht nachweisbar). Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts. Statistisch
signifikante Unterschiede wurden im Vergleich zum entsprechenden wt-GFP-Wert berechnet. * P <
0.05, * P <0.01, *** P < 0.005 gemal ANOVA gefolgt von einem Dunnett Post-Hoc-Test.

Wie erwartet lag die DON Konzentration in den mit Wasser inokulierten Kontrollproben
unterhalb des Detektionslimits des ELISA (< 18 ppb bzw. 1 pug DON/ kg Trockenmasse).
Auch in Atri5-GFP inokulierten Ahrchen, einer Deletion des ersten Enzyms der
Trichothecensynthese, konnte kein DON nachgewiesen werden. Dagegen zeigten Ahrchen,
die mit wt-GFP inokuliert wurden, bereits 7 dpi eine hohe DON Konzentration (8,7 mg
DON/g Myzel). Der Aflgl-GFP fiihrte zu einer etwas geringeren DON-Menge von 5,8 mg
DON/g Myzel. Besonders im Vergleich zum wt-GFP produzierte Agpmk1-GFP 7 dpi nur
sehr wenig DON (0,9 mg DON/g Myzel). Dagegen waren 14 dpi im Mittel annahernd die
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gleichen DON-Konzentrationen in den Mykotoxin produzierenden F.graminearum
Mutanten nachweisbar (11,9, 11,8, bzw. 13,2 mg DON/g Myzel). Der groRRe Fehler bei der
Bestimmung der DON Menge in mit Agpmk1-GFP inokulierten Ahrchen ist
wahrscheinlich auf die sehr geringe Myzelmenge zuriickzufiihren die bei nur 0,1 %o des
Pflanzenmaterials lag, wéhren das Myzel der anderen Isolate etwa 2 — 4 %o des

Pflanzenmaterials ausmachten.

3.1.4 Induktion von Callose in F. graminearum infizierten B. distachyon

Nachdem gezeigt wurde das F. graminearum in der Lage ist B. distachyon auf &hnliche
Weise zu infizieren wie Weizen, sollten nachfolgend mogliche Auswirkungen der
Infektion auf pflanzlicher Ebene analysiert werden. Ein  grundlegender
Abwehrmechanismus gegen eindringende Pathogene ist die Auflagerung von Callose in
die Zellwand. Es wurde gezeigt, dass die gebildeten Calloseablagerungen als mechanischer

Schutz gegen eine Penetration wirken konnen (Ellinger et al., 2013).

Um zu untersuchen, ob auch in B. distachyon nach der Infektion mit F. graminearum
Callose gebildet wird, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion die Ahrchen
langs aufgeschnitten, die Callose mit Anilinblau angeférbt und unter einem konfokalen
Mikroskop betrachtet. Das Ahrchengewebe zeigte im Allgemeinen eine starke Fluoreszenz
im Emmisionsbereich von Anilinblau (vgl. Abbildung 3-4 und Abbildung 3-5). Da die
Anilinblaufarbung sehr spezifisch Callose farbt (Evans et al., 1984, Stone und Clarke,
1992), weist der starke ,Hintergrund“ der Ahre auf eine allgemein hohe
Callosekonzentration hin, wie sie auch schon flr Weizen gezeigt werden konnte (Voigt et
al., 2006).

Zu den fruhen Zeitpunkten der Infektion, bis 24 Stunden nach der Inokulation (hours post
inoculation, hpi) konnten keine zusatzlichen Calloseablagerungen beobachtet werden, die
in einen Zusammenhang mit der Infektion gebracht werden konnte (vgl. Abbildung 3-4 B -
E). Wie in Abbildung 3-4 F ersichtlich, traten die ersten punktuellen Calloseablagerungen
3 dpi auf. Diese bildeten sich vorwiegend in der Rachilla, dem Ubergangsbereich von der
inokulierten Blute zum BlUtenstiel. Zu den spéteren Zeitpunkten 7 und 14 dpi konnte auch
im Bereich der Leitblndel im Blutenstiel Callose nachgewiesen werden (Abbildung 3-4 G
- H).
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Bd21 -Aniline

blue

3 dpi 7 dpi 14 dpi
Abbildung 3-4: Beispielhafte Calloseablagerungen in F.graminearum inokulierten
B. distachyon-Ahrchen zu verschiedenen Zeitpunkten.

(A) Fluoreszenzaufnahme eines ungefarbten Langsschnitts durch ein uninfiziertes Ahrchen von
B. distachyon zeigt keine Autofluoreszenz. (B - H) Mit Anilinblau gefarbte Langsschnitte durch
B. distachyon Ahrchen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der wt-GFP Inokulation.
Fluoreszenzbilder stellen den Ubergang von der inokulierten Bliite in die Rachilla dar. Generell
zeigen die Ahren von B. distachyon eine hohe Callosekonzentration, gekennzeichnet durch das
hell fluoreszierende Gewebe. (B - E) Zum Zeitpunkt der Inokulation und bis 24 hpi konnten keine
punktuellen Calloseablagerungen beobachtet werden. (F) Die friheste Akkumulation von Callose
trat 3 dpi mit wt-GFP in der Ubergangszone zur Rachilla auf. (G) Nach 7 Tagen konnte Callose in
der gesamten Rachilla nachgewiesen werden. (H) Zum spaten Zeitpunkt der wt-GFP Infektion
(14dpi) nahmen die Calloseablagerungen wieder ab. Pfeile deuten auf punktuelle
Calloseablagerungen. MaRRstab: 0,2 mm
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Neben dem wt-GFP wurden auch die verschiedenen F. graminearum Mutanten beziglich
einer Induktion der Calloseantwort betrachtet. Die inokulierten Ahrchen wurden dazu mit
einem spezifischen Anilinblau-Fluorochrom angeférbt. Die zusatzliche konstitutive GFP-
Fluoreszenz der Hyphen ermdglichte es, das Vordringen des Pilzes innerhalb des Ahrchens
zu dokumentieren. In Abbildung 3-5 sind die mikroskopischen Ergebnisse zum Zeitpunkt 3
dpi zusammengefasst. Zudem erfolgte eine Quantifizierung der Callosemenge 7 und 14
dpi, da zu diesen Zeitpunkten keine visuellen Unterschiede hinsichtlich der
Calloseakkumulation mehr erkennbar waren und diese weitestgehend der wt-GFP
Infektion entsprachen (vgl. Abbildung 3-4 G — H).

Im Gegensatz zur wt-GFP Infektion zeigte die mit Wasser inokulierte Kontrolle vermehrt
Calloseablagerungen. Diese fanden sich insbesondere in der Rachilla und in dem Ubergang
zur Blite (vgl. Abbildung 3-5 B mit C) und scheinen somit am normalen
Entwicklungsprozess beteiligt zu sein. Wie bei der wt-GFP Infektion waren kaum
punktuelle Calloseablagerungen in den Atri5-GFP und Agpmk1-GFP inokulierten Ahrchen
detektierbar (vgl. Abbildung 3-5 D und F). Interessanterweise konnte in den mit Aflgl-
GFP inokulierten Ahrchen 3 dpi eine starke Calloseakkumulation beobachtet werden (vgl.
Abbildung 3-5 E). Die VergroRerung des betroffenen Gewebes demonstriert allerdings,
dass Callose wahrscheinlich nicht im direkten Kontakt mit einer Hyphe gebildet wurde.
(Abbildung 3-5 G, Pfeil).

Zu den spéateren Zeitpunkten der Infektion (7 und 14 dpi) konnten keine Unterschiede
beziiglich der Calloseablagerungen im Rachillaknoten des inokulierten Ahrchens mehr
beobachtet werden. Da sich zu diesen Zeitpunkten die wt-GFP Infektion bereits durch die
Rachilla in gesamten Ahrchen ausgebreitet hatte, erfolgte eine Quantifizierung der
Callosemenge des Ahrchens mittels eines ELISA. Dabei zeigte sich, dass 7 dpi eine wt-
GFP Infektion zu signifikant erhéhten Callosemengen (1,49 pg/mg) im Vergleich zur
Kontrolle (0,73 pg/mg; P = 0,005) fithrte. Dagegen wiesen Ahrchen inokuliert mit Atris-
GFP und Aflgl-GFP und Agpmk1-GFP mit der Kontrolle vergleichbare Werte auf (0,92;
1,12; sowie 0,71 pg/mg). Zum Ende der Infektion (14 dpi) konnte sowohl fur den wt-GFP,
als auch Atri5-GFP und Aflgl-GFP leicht erhéhte Callosemengen im Vergleich zur

Kontrolle und einer Agpmk1-GFP Infektion gemessen werden.
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Abbildung 3-5: Calloseablagerungen in B. distachyon-Ahrchen nach der Inokulation mit
verschiedenen F. graminearum Mutanten.

(A) Auflichtbild eines B. distachyon Ahrchens: Rachilla (R, Ahrchenachse), Rachillaknoten (RL)
Lemma (L, Deckspelze), Palea (P, Vorspelze). Quadrat markiert die folgenden Ausschnitte. (B - F)
Mit Anilinblau gefarbte Langsschnitte durch B. distachyon Ahrchen 3 dpi. Fluoreszenzbilder stellen
den Ubergang von der inokulierten Bliite in die Rachilla dar. Pfeile deuten auf punktuelle
Calloseablagerungen. Maf3stab: 0,1 mm (B) In der Kontrolle konnten wenige punktuelle
Calloseablagerungen beobachtet werden, die vermutlich fur Entwicklungsprozesse wichtig sind.
(C) Eine Infektion mit wt-GFP zeigt im Vergleich dazu 3 dpi weniger Calloseablagerungen. (D, F)
Ahnliche Ergebnisse sind fiir die Infektionen mit Atri5-GFP und Agpmk1-GFP erkennbar. (E) Die
Infektion mit Aflgl-GFP fihrt dagegen zu vermehrten punktuellen Calloseablagerungen in der
Ubergangszone zur Rachilla. (G) VergroRerte Darstellung des markierten Ausschnitts der Aflgl-
GFP Infektion aus (E). Die punktuellen Calloseablagerungen sind nicht ko-lokalisiert mit den griin
fluoreszierenden Pilzhyphen (Pfeil). Maf3stab: 20 um (H) Die Callosemenge 7 und 14 dpi wurde
mittels eines ELISAs bestimmt. Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts. Statistisch
signifikante Unterschiede wurden im Vergleich zum entsprechenden H,O-Wert berechnet. ** P <
0,01 gemal ANOVA gefolgt von einem Dunnett Post-Hoc-Test.

48



ERGEBNISSE

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass zu dem Zeitpunkt 3 dpi eine wt-GFP
Infektion nur zu geringen Calloseablagerungen fiihrt. Erst zu den spéteren Zeitpunkten 7
und 14 dpi scheint diese induziert zu sein. Dagegen fiihrt die Infektion mit Aflgl-GFP
schon nach 3 Tagen zu einer auffalligen Calloseantwort in der Rachilla. Somit scheint auch
bei der Infektion mit dem nekrotrophen Pilz F. graminearum die Ablagerung von Callose

eine Rolle zu spielen.

3.1.5 Differenzierte Zellwandverdnderungen in B. distachyon durch

F. graminearum Infektion

Da die pflanzliche Zellwand der erste Kontakt und somit Angriffspunkt fir Pathogene ist,
sollten mogliche Verdnderungen der Zusammensetzung tber die Analyse der nicht-
cellulosehaltigen Monosaccharide bzw. Hemicellulosen gezeigt werden. Dazu wurden die
inokulierten B. distachyon Ahrchen 7 und 14 dpi geerntet, gemorsert und gefriergetrocknet.
AnschlieBend wurden spezifisch die Bestandteile der Zellwand mittels AIR aufgereinigt,
durch einen TFA-Verdau hydrolisiert und durch eine HPAEC-PAD detektiert.

In den Ahrchen von B. distachyon konnte keine L-Fucose und D-Glucuronsaure detektiert
werden. In sehr geringer Konzentration (unter 1%) und auch nur in einigen der
biologischen Replikate konnte L-Rhamnose und D-Galacturonséure nachgewiesen werden.
Auf Grund der geringen Mengen ist anzunehmen, dass diese Monosaccharide in
B. distachyon Ahren nur eine untergeordnete Rolle spielen und daher im Folgenden nicht
weiter betrachtet werden.

Im Durchschnitt zeigten die untersuchten Ahrchen unabhangig von dem Inokulat 7 dpi 57
Hg L-Arabinose, 12 pug D-Galactose und 357 pg D-Xylose pro mg Probe, was einer
Konzentration von etwa 12%, 2% bzw. 71% entspricht. 14 dpi konnten etwa gleiche
Mengen an L-Arabinose (51 pg/mg) und D-Galactose (11 pg/mg) detektiert werden. Die
Menge an D-Xylose sank in dem betrachteten Zeitraum um 20% auf 299 pg/mg.

Unterschiede zwischen den Inokulaten innerhalb eines Zeitpunktes konnten nur in den D-
Glucosemengen festgestellt werden. So flhrte die Infektion des wt-GFP 7 dpi zu einem
signifikant reduzierten Glucosewert (43 pg/mg) im Vergleich zur Wasserkontrolle (107
pg/mg; P = 0,002), was einer Reduktion von 41% entspricht. Auch zeigten die Infektionen
mit Atri5-GFP mit 73 pg/mg und Aflgl-GFP mit 87 pg/mg geringfiigig niedrigere
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Glucosewerte. Die Inokulation mit Agpmk1-GFP fuhrte zu keiner Verdnderung im
Vergleich zur Kontrolle (103 pg/mag).
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Abbildung 3-6: Frihe und spate Zusammensetzung nicht-celluloser Monosaccharide der
Zellwand in F. graminearum inokulierten B. distachyon Ahrchen.

Monosaccharide wurden mittels AIR und TFA aus den Ahrchen aufgeschlossen und durch
HPAEC-PAD analysiert. Die Zellwandzusammensetzung zeigte bezlglich Arabinose, Galactose
und Xylose keine Veranderungen zwischen den unterschiedlich inokulierten Ahrchen. (A) Die
Glucosemenge ist 7 dpi in den wt-GFP inokulierten Ahrchen am geringsten. (B) 14 dpi fiihrt eine
wt-GFP Infektion zu signifikant erh6hten Glucosemengen im Vergleich zur Wasser- und Atri5-GFP-
Inokulation; auch in den Aflgl-GFP und Agpmk1-GFP-inokulierten Ahrchen ist ein leichter Anstieg
zu verzeichnen. Ara: L-Arabinose, Gal: Gal: D-Galactose, Glu: D-Glucose, Xyl: D-Xylose.
Mittelwert aus mind. 2 biologischen Replikaten. Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden im Vergleich zum entsprechenden wt-GFP-Wert
berechnet. * P < 0.05, ** P < 0.01 gemall ANOVA gefolgt von einem zweiseitigem Dunnett-T2
Post-Hoc-Test.

Im Vergleich zum Zeitpunkt 7 dpi- konnte in allen untersuchten Proben eine Erh6hung der
Glucosemenge 14 dpi festgestellt werden. In der Wasserkontrolle stieg die Glucosemenge
der Hemicellulosen um 72% auf 184 pg/mg an. Eine &hnliche Menge konnte fur Atri5-
GFP nachgewiesen (173 pg/mg). Auffallig ist der starke Anstieg um fast 500% der
Glucosemenge in wt-GFP inokulierten Ahrchen (260 pg/mg). Die Inokulation mit Aflgl-
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GFP, sowie Agpmk1-GFP fihrte zu einer etwas niedrigeren Glucosemenge von 223 bzw.
211 pg/mg.

Betrachtet man die Ergebnisse des 14 dpi Zeitpunktes, fuhrte die Infektion mit der
F. graminearum Atri5-GFP Mutante zu keiner zusatzlichen Erhéhung der Glucosemenge,
wéhrend fur die anderen F. graminearum Isolate ein Anstieg im Vergleich zur Wasser
Inokulation zu verzeichnen war. Besonders aufféallig war die wt-GFP Infektion, die eine
signifikante Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle, sowie zum Atri5-GFP beinhaltet (P =
0,02 bzw. P = 0,023). Bemerkenswert ist dies, da der Atri5-GFP als einziges der
untersuchten Isolate nicht in der Lage ist das Mykotoxin DON zu produzieren. Aufgrund
dessen wurde die These postuliert, dass DON mdglicherweise die beschriebenen

Zellwandveranderung induzieren haben kénnte.

3.2 Behandlung von B. distachyon mit DON

Um zu untersuchen ob der Anstieg der Glucosemenge innerhalb der Zellwandbestandteile
durch DON induziert wurde, wurden verschiedene Konzentrationen von DON (1ppb — 500
ppm), wie bereits fir die F. graminearum Infektion beschrieben, punktinokuliert. Analog
zu F. graminearum Infektion wurden die Ahrchen 7 und 14 dpi geerntet und fiir die
HPAEC-PAD vorbereitet.

3.2.1 Hohe DON Konzentrationen wirken nekrotisch

Bereits 7 dpi konnten von Nekrosen umgebene, chlorotische Bereiche an den Bluten, die
mit hohen DON Konzentrationen (500 ppm) inokuliert waren, beobachtet werden. Diese
fanden sich hauptsdchlich an dem Bereich der Lemma, der mit DON in Kontakt kam.
Bluten, die mit niedrigeren Konzentrationen behandelt wurden, zeigten zu diesem
Zeitpunkt noch keine Veranderungen zur Kontrolle. Nach 14 Tagen traten auch in
Konzentrationen ab 50 ppm Lasionen an der Blute auf. In Abbildung 3-7 A sind die
visuellen Symptome der hochsten DON Konzentration auf die Bllte 14 dpi dargestellt. Auf
der Lemma zeigten sich starke Nekrosen, die einen chlorotischen Bereich umgaben.
Lasionen konnten auch auf der Palea beobachtet werden. Auffallig war, dass die Stérke der
Lasionen mit steigender DON Konzentration ebenfalls zunahm. Dementsprechend konnten
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fir die niedrigegn DON Konzentrationen von 1 ppb bis 10 ppm keine visuellen
Auswirkungen wahrend des betrachteten Zeitraums beobachten werden.

3.2.2 DON induzierte Zellwandveranderungen in niedriger Konzentration

Um zu dberprifen, ob die beschriebenen Verdnderungen der Zellwand auf DON
zuriickzufiihren sind, wurden die oben beschriebenen, mit DON inokulierten Ahrchen nach
7 und 14 Tagen geerntet und mittels HPAEC-PAD analysiert.
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Abbildung 3-7: Auswirkungen einer Inokulation mit DON auf B. distachyon Ahrchen.

(A) Auflichtbilder von Langsschnitten durch B. distachyon Ahrchen 14 dpi stellen die sichtbaren
Lasionen durch DON (500 ppm) im Vergleich zur wasserinokulierten Kontrolle dar. Sternchen:
markiert die inokulierte Bliite. Mal3stab: 2 mm Die rechten Bildbereiche zeigen jeweils die Lemma
der inokulierte Blite. MaRstab: 0,2 mm (B) Die Applikation von DON induziert keine
Calloseablagerungen 7 dpi. (C, D) Zusammensetzung nicht-celluloser Monosaccharide der
Zellwand in B. distachyon Ahrchen 7 und 14 Tage nach DON Inokulation. Monosaccharide wurden
mittels AIR und TFA aus den Ahrchen aufgeschlossen und durch HPAEC-PAD analysiert. Die
Zellwandzusammensetzung zeigte bezuglich Arabinose, Galactose und Xylose Kkeine
Veranderungen zwischen den unterschiedlich inokulierten Ahrchen. (C) Niedrige DON
Konzentrationen (< 1000 ppb) fuhren abhéngig von der Konzentration zum Anstieg der Glucose.
(D) 14 dpi fohrt eine wt-GFP Infektion zu erhdéhten Glucosemengen im Vergleich zur
Wasserkontrolle. Ahnlich hohe Glucosewerte wurden fiir niedrige DON Konzentrationen detektiert;
mit steigender DON Konzentration erfolgt eine Abnahme der Glucosemenge. Ara: L-Arabinose,
Gal: Gal: D-Galactose, Glu: D-Glucose, Xyl: D-Xylose. Mittelwert aus mind. 2 biologischen
Replikaten. Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts. Statistisch signifikante Unterschiede
wurden im Vergleich zum entsprechenden Wasserkontrolle berechnet. * P < 0.05, * P < 0.01
gemal ANOVA gefolgt von einem zweiseitigem Dunnett-T2 Post-Hoc-Test.
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Bereits 7 dpi konnte in den mit niedrigen DON Konzentrationen inokulierten Ahrchen eine
Erhohung der Glucosewerte beobachtet werden (vgl. Abbildung 3-7 B). Besonders fir die
niedrigste inokulierte DON Konzentration von 1 ppb konnte die héchste Induktion an
Callose beobachtet werden. Diese lag mit 145 pg/mg signifikant (P = 0,048) Uber der
wasserinokulierten Probe. Mit steigender DON Konzentration sank der Glucosewert. Die
hoheren Konzentrationen (ab 50 ppm) zeigten dagegen eine mittlere Glucosemenge von

etwa 80 pg/mg.

Auch 14 dpi zeigten die Ahrchen, die mit niedrigen DON Konzentrationen inokuliert
wurden, einen erhohten Glucosewert (Abbildung 3-7 C). Dieser lag mit 244 pg/mg knapp
unter dem Glucosewert der wt-GFP Infektion (260 pg/mg). Ebenfalls zeigte sich wieder
die Tendenz, dass mit hoherer DON Konzentration weniger Glucose nachweisbar war und
die hohen Konzentrationen eher dem Glucosewert der wasserinokulierten Ahrchen

entsprach.

Da auch Callose eine Stress-, bzw. Pathogen-induzierte Zellwandverdnderung darstellt,
wurden die Callosemenge in den DON inokulierten Ahrchen 7 und 14 dpi mittels ELISA
bestimmt. Obwohl 7 Tage nach der DON Applikation teilweise eine Erhohung der
Glucosewerte beobachtet werden konnte, konnten hinsichtlich der Callosemenge keine

Unterschiede im Vergleich zur Wasserinokulation festgestellt werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Inokulation von DON in sehr niedrigen
Konzentrationen zu einer Veranderung der Zellwandzusammensetzung fiihrt und diese
vergleichbar ist mit einer wt-GFP Infektion, die Calloseakkumulation davon aber nicht

betroffen ist.

3.2.3 Resistenzerh6hung durch Vorbehandlung mit DON

Die Inokulation von DON hat bereits 7 dpi zu einer spezifischen Zellwandveranderung in
B. distachyon gefiihrt. Ob diese Modifikationen auch eine Auswirkung auf den
Infektionsverlauf haben, sollte im Folgenden geklart werden. Dazu wurde 7 Tage vor der
Anthese eine wassrige DON-L6sung mit einer Konzentration von 1000 ppb auf die
B. distachyon Ahrchen gespriiht. Zum Zeitpunkt der Anthese wurden die Ahrchen wie
zuvor beschrieben mit dem F.graminearum wt-GFP Stamm inokuliert und 14 dpi

analysiert.
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Insgesamt konnte fur die Kontrolle, die nur mit Wasser bespriht wurde, eine sehr starke
wt-GFP Infektion beobachtet werden (vgl. Abbildung 3-7 A), was sich in dem hohen
Disease Score von 2,7 wiederspiegelt. Dies konnte eventuell auf die erhéhte

Luftfeuchtigkeit durch das Spriihen der wassrigen Lésung zuriickzufuhren sein.

Die zuvor mit DON behandelten Ahrchen zeigten einen schwicheren Infektionsverlauf im
Vergleich zur Wasserbehandlung (Abbildung 3-7). Die statistische Auswertung ergab
dementsprechend eine signifikante Reduktion des Disease Scores um 23% auf 2,1 (P =
0,016).

3.0 1

2.5 1 *

2.0 1

1.5 1

Disease Score

1.0 1

0.5 1

0.0

+H20 +DON
+H20 +DON +wt-GFP  +Wt-GFP
+Wt-GFP  +wt-GFP

Abbildung 3-8: Auswirkung einer Vorbehandlung mit DON auf die F. graminearum Infektion.
(A) 7 Tag vor der Anthese wurden B. distachyon Ahren mit einer DON Lésung (1000 ppb), bzw.
Wasser zur Kontrolle, bespriuht. Zur Anthese wurde die markierte Bliite (Stern) mit wt-GFP
inokuliert. Auflichtbilder von Langsschnitten durch die Ahrchen 14 dpi stellen die sichtbaren
nekrotischen Bereiche der Infektion dar. Die mit DON vorbehandelten Ahrchen zeigen insgesamt
einen schwéacheren Infektionsverlauf als der starke Verlauf der Kontrollbehandlung. (Maf3stab: 2
mm) (B) Die schwéachere Infektion 14 dpi zeigt sich auch in dem Disease Score, der durch die
DON-Vorbehandlung signifikant reduziert ist. Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden im Vergleich zur Wasserkontrolle berechnet. * P <
0.05 gemaR Student t-Test.

3.3 Integration der Callosesynthase AtGSL5 in B. distachyon

Eine der ersten Abwehrmechanismen in Pflanzen ist die Bildung von Zellwandauflagerung
in sogenannten Papillen. Diese bestehen hauptsachlich aus Callose, die durch

membranstédndige Callosesynthasen synthetisiert wird (Verma und Hong, 2001). Fir eine
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Pathogen- und allgemein Stress-induzierte Calloseantwort ist die Callosesynthase AtGSL5
aus A. thaliana wichtig (Jacobs et al., 2003, Nishimura et al., 2003). In A. thaliana konnte
vor kurzem gezeigt werden, dass eine Uberexpression von AtGSL5 zu vermehrten
Calloseablagerungen nach einer Mehltauinfektion fiihrt und gleichzeitig konnte eine
verstérkten Resistenz gegen das Eindringen des Mehltaus beobachtet werden (Ellinger et
al., 2013).

3.3.1 Erzeugung transgener B. distachyon Pflanzen

Da die Auflagerung von Callose ein universeller Abwehrmechanismus gegeniber
eindringenden Pathogenen ist, sollte im Folgenden untersucht werden, ob eine
Uberexpression der Callosesynthase auch in einer monokotylen Pflanze wie B. distachyon
zu einer Erhohung der Resistenz fihrt. Dazu wurde der bindre Vektor pCambia-
35S::AtGSL5-GFP (ber A. tumefaciens-vermittelte Transformation in B. distachyon
Ubertragen. In dem Vektor befindet sich ein Fusionskonstrukt aus der cDNA von AtGSL5
und GFP, unter der Kontrolle des 35S-Promoters aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus. Als
Kontrolle wurde der Vektor mit einem 35S::GFP unter gleichen Bedingungen
transformiert. Zur Selektion in der Pflanze trug der in die Pflanzen Ubertragene Bereich des
Vektors, die T-DNA, das Resistenzgen BAR/PAT gegen das Totalherbizid Basta, wodurch
eine nachtrégliche Selektion durch Spriihen von Basta jeder Zeit ermdglicht wurde.

3.3.2 Bestatigung der Integration des Transgens

Die erfolgreiche Transformation der B. distachyon Pflanzen wurde zunéchst durch ein
Sprihen mit dem Totalherbizid Basta bestatigt. Aus den Uberlebenden Pflanzen wurde
genomische DNA isoliert und das Transgen mittels PCR bestétigt. Da durch eine PCR nur
eine qualitative Aussage maoglich ist, also ob die T-DNA erfolgreich integriert wurde oder
nicht, folgte ein Southern-Blot, bei dem auch eine Aussage Uber die Anzahl der
Integrationen im Genom getroffen werden kann. Zusatzlich kdnnen Pflanzenlinien
identifiziert werden, bei denen es zu unabhéngigen Transformationsereignissen gekommen

ist.

In Abbildung 3-9 sind die Ergebnisse fur drei 35S::AtGSL5-GFP Linien und zwei
Kontrollen (35S::GFP) dargestellt. Wie erwartet konnte fiir den Wildtyp kein Transgen
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nachgewiesen werden. Dagegen zeigten alle untersuchten Pflanzenlinien, die den
Selektionsprozess uberlebt hatten, eine oder mehrere Integrationen des Transgens in die
genomische DNA. Aufgrund der mehrfachen Integrationen in zwei der untersuchten
Pflanzenlinien wurden fiir weitergehende Untersuchungen nur die 35S::AtGSL5-GFP
Linien #5 und #9, sowie die 35S::GFP Linie #18 genutzt. Die unterschiedlichen
BandengroRen in diesen Linien lassen vermuten, dass es sich um unabhéngige
Transformationsereignisse und daher auch um unterschiedliche Integrationen im jeweiligen
Genom handelt. Somit ist es unwahrscheinlich, dass ein beobachteter Phanotyp in den

unabhéngigen Linien auf den Integrationsort zuriickgefiihrt werden kann.

DIG 35S::AtGSL5-GFP 35S::GFP
VIl P Bd21 #4 #5 #9 #10 #18

IR T
-

8,5 kb
6,1 kb
4,9 kb |

3,6 kb -4

2,8 kb :

1,9 kb

1,5 kb

Abbildung 3-9: Integrationsmuster der erfolgreich transformierten Pflanzenlinien.
Zusammengestellte Ubersicht uber verschiedene Southern Blots auf verdaute genomische DNA
von Wildtyp (Bd21) und transgenen Pflanzenlinien. Die verwendete Sonde hybridisierte spezifisch
mit dem BAR/PAT Gen. Marker: DIG-labeled DNA Molecular Weight Marker VIl (Roche), P: positiv
Kontrolle, Plasmid pCambia 35S::AtGSL5-GFP

Es konnten keine auffalligen phénotypischen Unterschiede in den verschiedenen

transgenen Pflanzenlinien im Vergleich zum Wildtyp B. distachyon beobachtet werden.
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3.3.3 Integration von AtGSL5 in B. distachyon fuhrt zur Erh6hung der

Resistent gegeniber F. graminearum

In A. thaliana fiihrt die Uberexpression von AtGSL5 zu einer erhohten Resistenz gegen
den biotrophen Mehltau Golovinomyces cichoracearum (Ellinger et al., 2013). Wie in
3.1.4 beschrieben wurde, scheinen auch bei der Infektion mit dem nekrotrophen Pilz
F. graminearum Calloseablagerungen eine Rolle zu spielen. Ob eine Integration der
Callosesynthase in B. distachyon zu vermehrten Calloseablagerungen und zu einer
erhdhten Resistenz fihrt, sollte durch Infektionsstudien mit F. graminearum analysiert
werden. Dazu wurden die unabhdngigen Linien ab der dritten Generation nach der
Transformation (T3-Generation), wie bereits fir den Wildtyp Bd21 beschrieben, mit dem
F. graminearum wt-GFP Isolat punktinokuliert (vgl. 2.6.1). Die T3-Generation wurde
gewéhlt, da ab dieser Generation die Pflanzen homozygot vorlagen. Um mogliche
Schwankungen in den Wachstumsbedingungen auszugleichen, die mdglicherweise zu
Unterschieden in der Infektion fiihren kdnnten, wurden jeweils Wildtyp-Pflanzen, die

Kontrolllinie, sowie eine 35S::AtGSL5-GFP-Linie in einen Topf ausgesét.

Wie in Abbildung 3-10 D ersichtlich fihrte, die zusétzliche Callosesynthase in den
inokulierten Pflanzenlinien zu einem um 40% niedrigeren Disease Score (1,2 bis 1,4;
P <0,001) im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen. Die Infektion blieb meist beschrankt auf die
inokulierte Blite (vgl. Abbildung 3-10 A-C), wie schon fir die Atri5-GFP und Afgl1-GFP
Infektion beschrieben. Dagegen zeigte die ebenfalls inokulierte Kontrolllinie 35S::GFP
zwar eine etwas schwachere Infektion (1,8), die aber nicht signifikant unterschiedlich im

Vergleich zum Wildtyp war.
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Abbildung 3-10: Darstellung der reduzierten Infektion mit F. graminearum 14 dpi in
transgenen 35S::AtGSL5-GFP-Linien.

(A) Auflichtbild eines Langsschnitts durch ein 35S::AtGSL5-GFP Ahrchen 14 dpi. Nekrotischen
Bereiche durch die wt-GFP Infektion beschranken sich ausschlieBliche auf die inokuliert Blite.
MalRstab: 2 mm (B - C) Auch Fluoreszenzbilder zeigen keine Ausbreitung der Pilzhyphen innerhalb
des Ahrchens. (C) Nahaufnahme aus (B) zeigt die Rachilla der inokulierten Bliite in der keine
Pilzhyphen nachweisbar waren (Mal3stab: 0,2 mm) (D) Die zwei unabhéngigen 35S::AtGSL5-GFP-
Linien zeigen einen signifikant reduzierten Disease score 14 dpi durch wt-GFP im Vergleich zum
B. distachyon Wildytyp Bd21. Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden im Vergleich zum entsprechenden wt-GFP-Wert berechnet. * P < 0.05, ** P <
0.01, *** P < 0.005 gemanR ANOVA gefolgt von einem Dunnett Post-Hoc-Test.

3.3.4 Callosegehalt in F. graminearum-inokulierten Ahrchen

Die F. graminearum Infektion in den 35S::AtGSL5-GFP Linien war weitestgehend auf die
inokulierte Blite beschrénkt, wahrend sie sich in der Wildtyppflanze durch die Rachilla in
die benachbarten Bliten ausbreiten konnte. Auch eine Infektion mit den F. graminearum
Deletionsmutanten flhrte zu einem Steckenbleiben des Pilzes. Bei der Infektion mit Afgl1-
GFP konnten 3 dpi vermehrte Calloseablagerungen in der Rachilla beobachtet werden.
Auch in den 35S::AtGSL5-GFP-Linien konnten die, bereits oben beschriebenen, (vgl.

3.1.4), punktuellen Calloseablagerungen beobachtet werden.
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Abbildung 3-11: Uberexpression von AtGSL5 fiihrt zu vermehrten Calloseablagerungen in
der Rachilla der inokulierten Blite 3 dpi mit F. graminearum wt-GFP.

(A, C — E) Langsschnitte durch B. distachyon Ahrchen 3 dpi mit F. graminearum wt-GFP, mit
Anilinblau angefarbt. (A) In der Rachilla des Wildtyps sind kaum punktuelle Calloseablagerungen
zu erkennen. Rot umrandet ist der Bereich, der zur Bestimmung der prozentualen Callosemenge
(B) herangezogen wurde. (B) Die Quantifizierung der Calloseablagerungen innerhalb der Rachilla
zeigte eine erhohte Callosemenge fur 35S::AtGSL5-GFP Linien. Als Grundlage der Berechnung
dienten mindestens 9 Bilder von inokulierten Archen der jeweiligen Linien. (C, D) In der Rachilla
der 35S::AtGSL5-GFP Pflanzen traten vermehrt punktuelle Calloseablagerungen (Pfeile) auf,
wahrend die Kontrolllinie dem Wildtyp entsprach (E). Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden im Vergleich zur Wildtyppflanze Bd21 berechnet. * P <
0.05, * P <0.01, *** P < 0.005 gemafl ANOVA gefolgt von einem Dunnett Post-Hoc-Test.

Waéhrend der wt-GFP-Infektion konnten in den Wildtyppflanzen nur geringe, induzierte
Calloseablagerungen beobachtet werden. Eine Quantifizierung der in Abbildung 3-10
markierten Bereiche ergab im Durchschnitt eine Callosekonzentration von 0,02% pro
Rachilla. Die 35S::GFP Kontrolllinie zeigte ebenfalls nur wenige Calloseablagerungen,
die 0,03% der Rachilla ausmachten. Bei beiden untersuchten 35S::AtGSL5-GFP Linien
konnten dagegen Calloseablagerungen 0,1% bzw. 0,09% in der Rachilla beobachtet

werden, was einer Steigerung um mehr als 300% entspricht.
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3.4 Callosesynthasen in B. distachyon

Bisher konnte gezeigt werden, dass eine Integration der bereits gut charakterisierten
Callosesynthase AtGSL5 in B. distachyon zu einer Erhéhung der Resistenz gegenuber
F. graminearum fuhrt (vgl. 3.3.3). Dabei kommt es auch zu einer vermehrten
Calloseablagerung. Da auch in  Wildtyppflanzen im Laufe der Infektion
Calloseablagerungen beobachtet wurden (vgl. Abbildung 3-4), kann man annehmen, dass

auch in B. distachyon Callosesynthasen bei einer Stressantwort aktiv werden.

Daher sollten als nachstes mogliche funktionell homologe Callosesynthasen zu der

stressinduzierten AtGSL5 in B. distachyon ermittelt werden.

3.4.1 Identifizierung von putativen Callosesynthsasen in B. distachyon

Zundchst erfolgte auf der Webseite Brachypodium.org eine genomweite Datenbanksuche
nach Callosesynthasen anhand der Aminosauresequenz von AtGSL5 (TBLASTN; Altschul
et al., 1997). Die Datenbank der kodierenden Sequenzen (CDS) von Bd21 diente dabei als
Grundlage.

Die so identifizierten 11 putativen Callosesynthasen von B. distachyon wurden mithilfe
von ClustalW den von Yamaguchi (2006) beschriebenen Callosesynthasen aus Reis (Oryza
sativa) zugeordnet und entsprechend ihrer Homologie benannt (Tabelle 3-1). AbschlieRend
wurden die Callosesynthasen von A. thaliana hinzugefligt, das Alignment neu berechnet
und ein phylogenetischer Baum konstruiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-12
dargestellt.
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Tabelle 3-1: Ubersicht iiber die identifizierten Callosesynthasen aus B. distachyon.

Name

Locus

BdGSL1
BdGSL2
BdGSL3
BdGSL4
BdGSL5
BdGSL6
BdGSL7
BdGSLS8
BdGSL9
BdGSL10
BdGSL11

Bradilg51757
Bradi2g46250
Bradi2g50140
Bradi2g40460
Bradilg47427
Bradilg29622
Bradi3g60790
Bradilg77247
Bradi2g40430
Bradilg76617
Bradi3g09317

S

0,130

: AtGSL1
AtGSL5
———————=BdGSL2
L~ 0sGsL2
r BdGSL3
L OsGSL3
AtGSLS
4* r BdGSL1
L ——<0sGSL1
AtGSL10
' BdGSL8
T BdGSL4
L 0sGSL4
———————————BdGSL9
L—— 0sGSLY
AtGSL4
BdGSL11
OsGSL11
% —— BdGSL5
L+ 0sGSL5
———— AtGSL3
_+ L—— < AtGSL6
AtGSL9
AtGSL12
l OsGSL7
I Bd
—————————=BdGSL10
L +0sGSsL10
OsGSL8
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Anhand des phylogenetischen Baums kann man erkennen, dass die Callosesynthasen aus
Reis prinzipiell naher mit B. distachyon verwandt sind, als jene aus der dikotylen Pflanzen
A. thaliana. So kann man z. B. BdGSL2 und BdGSL3 die homologen Callosesynthasen
OsGSL2 bzw. OsGSL3 zuordnen. Dagegen sind AtGSL1 und AtGSL5 untereinander naher
verwandt als zu BdGSL2 oder BAGSL3. Allerdings gibt es auch Proteine, fur die keine
direkte Verwandtschaft zwischen B. distachyon und Reis, dafiir aber zu A. thaliana
gefunden werden konnte (BdGSL8 bzw. OsGSLS8).

BdGSL1 WML e
1 (=1 (e oy WS LL((L[(F AT (AU TTATTT WA
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! BdGSL3 e
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Abbildung 3-12: Phylogenetischer Baum putativer Callosesynthasen B. distachyon (BdGSL)
mit der jeweiligen Exonstruktur.

Die Genstruktur wurde gramene.org entnommen. Das Alignment wurde auf Proteinebene erstellt
und der Baum mittels des Neighbor Joining Algorithmus konstruiert. Mal3stab: Mutationen pro
Position.

Wie in 1.3.4 beschrieben, zeigen die Callosesynthasen in A. thaliana eine aufféllige
Genstruktur mit 40 bis 50 Exons. Ausgenommen davon sind AtGSL1 und AtGSL5, die nur
2 bzw. 3 Exons aufweisen. Uber die gramene.org-Webseite (Release 10) wurden die
Genstrukturen der BAGSL analysiert. Wie in Abbildung 3-13 erkennbar, zeigen die
Callosesynthasen bis auf BdGSL2 und BdGSL3 auch in B. distachyon die oben

beschriebene Genstruktur.

Aufgrund des dargestellten Verwandtschaftsverhdltnisses und der auffalligen,

Abbildung 3-13: Phylogenetischer Baum putativer Callosesynthasen von A. thaliana
(AtGSL), Reis (OsGSL) und B. distachyon (BAGSL).

Die Benennung der BAGSL erfolgte anhand der Homologien zu Reis. Das Alignment wurde auf
Proteinebene erstellt und der Baum mittels des Neighbor Joining Algorithmus konstruiert. Mal3stab:
Mutationen pro Position.

62



ERGEBNISSE

konservierten Exonstruktur kommen sowohl BdGSL2 als auch BdGSL3 als Homologien
zu AtGSLS5 in Betracht. Eine weitere Charakterisierung der beiden Callosesynthasen aus

B. distachyon sollte anhand von Expressionsanalysen erfolgen.

3.4.2 Expressionsstudien zu BAdGSL

Fir die Expressionsanalysen wurden zum Einen die Blatter von 3 Wochen alten Pflanzen
des Okotyps Bd21 nach einer Verwundung, zum Anderen nach der Inokulation mit dem
Nicht-Wirtspathogen Golovinomyces cichoracearum geerntet. Fur den Nachweis von
Calloseablagerungen wurden ein Teil der Blatter mit Anilinblau gefarbt und am CLSM
betrachtet. Die Expressionsniveaus aller 11 BdGSLs wurden durch vorgefertigte Platten
des RealTime ready Assays (Roche) ermittelt, woflir zunéchst eine RNA Isolation mittels

Kit erfolgte und anschliel}end eine cDNA Synthese.

Folgend werden hier ausschlieflich die beiden Callosesynthasen BdGSL2 und BdGSL3
aufgrund der oben beschriebenen Charakteristika betrachtet. Die Expressionsniveaus

weiterer BAGSLs kdnnen dem anhang entnommen werden.

In Abbildung 3-14 sind die Ergebnisse der Verwundung der Bléatter dargestellt. Dafur
wurde Uber das ganze Blatt verteilt mit einer Nadel eingestochen. Die Fluoreszenzbilder
zeigen, dass eine leichte Calloseablagerung als Wundverschluss 12 Stunden nach der
Verletzung erkennbar ist. Erst zum 24 Stunden Zeitpunkt kann eine deutliche

Callosefluoreszenz detektiert werden.

Im Vergleich zu den visuellen Calloseablagerungen steigt das Expressionsniveau von
BAGSL2 im Vergleich zur unverwundeten Probe bereits 3 Stunden nach der Verwundung
um das 3,6-fache (vgl. Abbildung 3-14 E). Ab dem 12 Stunden Zeitpunkt nimmt die
Expression dann wieder ab, bis sie 24 h nach der Verwundung das Ausgangshiveau
erreicht hat. Im Gegensatz dazu zeigt die Expression von BdGSL3 lediglich einen
langsameren und geringeren Anstieg vom 1,8-fachen nach 3 bis 2, 4-fachen nach 6
Stunden (Abbildung 3-14 E). Die dargestellten Ergebnisse des einen biologischen
Replikats spiegeln sich ebenfalls in dem zweiten Replikat wieder. Die relativ starke
Induktion der BAGSL2-Expression deutet auf eine Beteiligung an der Callosesynthese nach

einem Verwundungsstress hin. Allerdings zeigt auch BdGSL3 einen, wenn auch nur
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geringen, Anstieg des Expressionslevels. Somit kann eine Mitwirkung in diesem Fall nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden.

In A. thaliana wird die Callosesynthase AtGSL5 zusatzlich zur Verwundungsreaktion auch
fir die Bildung von Calloseablagerungen an Penetrationsstellen bendtigt (Jacobs et al.,
2003; Nishimura et al., 2003). Daher sollten durch ein Inokulationsexperiment mit dem
Mehltau G. cichoracearum und anschlielender Untersuchung der Expression die

Beteiligung der Callosynthesen aus B. distachyon untersucht werden.
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Abbildung 3-14: Calloseablagerungen und Expression der zwei putativen AtGSL5-
Homologen BAGSL2 und BAGSL3 nach Verwundung.

(A = D) Fluoreszenzbilder von 3 Wochen alten Bd21 Blattern. Die Blatter wurden 3, 6, 12 und 24
Stunden nach einer mechanischen Verwundung geerntet, mit EtOH entfarbt und mit Anilinblau
angefarbt. Die ersten Calloseablagerungen (Pfeile) sind nach 12 Stunden (C), starke Ablagerungen
nach 24 Stunden (D) zu erkennen. (E, F) Relative Expressionsniveaus von BdGSL2 und BdGSL3
im Verhéatnis zur nicht-verwundeten 0 Stunden Probe. Wé&hrend in den nicht-verwundeten Blattern
nur geringe Schwankungen in den Expressionstarken auftraten, (E) konnte fir BAGSL2 nach 3
Stunden ein starker Anstieg der Expression beobachtet werden. Ab 6 Stunden sank die Expression
kontinuierlich ab. (F) Dagegen zeigte BAGSL3 nur eine geringe Induktion der Expression nach 3
und 6 Stunden. Die Berechnung erfolgte nach Pfaffl (2001), wobei als internes Referenzgen BdUbi,
sowie als Kalibrator der unverwundete 0 Stunden Zeitpunkt diente.

Die Analyse der Inokulation mit G. cichoracearum erfolgte entsprechend der Verwundung.
Zundchst wurde die erfolgreiche Induktion einer Calloseantwort durch die
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Fluoreszenzmikroskopie bestétigt (vgl. Abbildung 3-15). Obwohl B. distachyon fir
G. cichoracearum kein Wirt ist, keimt der Pilz zwischen 3 und 6 hpi aus, bildet die
Primarhyphe und versucht zu penetrieren (Abbildung 3-15 B). Als Antwort bildet
B. distachyon Calloseablagerungen, die wie in Abbildung 3-15 E erkennbar, den
Penetrationsstift vollstandig umschlieBen und somit das Eindringen des Pilzes in das
pflanzliche Gewebe verhindern. Als Reaktion versucht der Pilz durch L&ngenwachstum
der Hyphe an eine giinstigere Position zu gelangen und erneut zu penetrieren (Abbildung
3-15 C, D), bis die Reserven in der Konidie aufgebraucht sind. 168 hpi erscheinen die

Calloseplugs diffuser zu werden, da sie wahrscheinlich abgebaut werden.

"~ 24 hpi i 168 hpi

Abbildung 3-15: Calloseablagerungen nach Inokulation mit dem Nichtwirtspathogen
G. cichoracearum.

Durchlichtbilder tberlagert mit Fluoreszenzaufnahmen von 3 Wochen alten Bd21 Blattern, die mit
dem Mehltau G. cichoracearum inokuliert wurden. Die Blatter wurden 3, 6, 12, 24, 72 und 168 hpi
geerntet, in EtOH entfarbt und mit Anilinblau angefarbt. (B) Die erst Calloseablagerung unter der
Penetrationshyphe konnten 6 hpi beobachtet werden. (C, D) Da die Penetration nicht erfolgreich
war, wuchs die Penetrationshype weiter und es bildeten sich 12 und 24 hpi weitere
Calloseablagerungen. (E) Seitliche Aufnahme einer Penetrationsstelle, die mit Callose umhdllt ist.
(F) Zum 168 hpi Zeitpunkt wirkten die Calloseablagerung wesentlich diffuser. K: Konidie, PH:
Penetrationshyphe, PS: Penetrationsstelle, C: Callose.
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Obwohl nach der Inokulation mit dem Mehltau eindeutige Calloseablagerungen zu
beobachten waren, konnten keine auffalligen Anderungen in der Expression, die sich auch
in beiden biologischen Replikaten wiederspiegelte, festgestellt werden. Eventuelle
verursachte die ausgebrachte Konidiendichte von etwa 30 bis 40 Konidien/mm verteilt auf
das ganze Blatt zu wenige Penetrationsereignisse, um eine detektierbare Erhéhung der
Expression der Callosesynthasen zu registrieren.
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4. DISKUSSION

4.1 F. graminearum-Infektion in B. distachyon

Die zu den Siigrasern zahlenden Getreide gehdren zu den wichtigsten Nahrungsmitteln
der Welt. Nach Mais und Reis stellt vor allem auch Weizen eine wesentliche Grundlage
unserer Erndhrung dar (FAO, 2013). Umso wichtiger ist es die Sicherheit wahrend des
Anbaus zu gewdhrleisten. Durch phytopathologische Pilze kommt es aber immer wieder zu
Ernteausféallen und einer Kontamination mit Mykotoxinen, die fir Tiere und Menschen
gesundheitlich geféhrlich werden koénnen. In Weizen kann eine Infektion mit dem
nekrotrophen Pilz F. graminearum zur Ahrenbleiche (FHB) und dadurch zu Ernteausfallen
bis zu 40 Prozent fihren (Cowger und Sutton, 2005). Daneben produziert F. graminearum
wéhrend der Kolonisierung der Pflanze Mykotoxine, die, oft in hohen Konzentrationen, in
den befallenen Kornern verbleiben (D’Mello et al., 1999). Daher ist die Erhéhung der
Resistenz des Weizens ein primares Ziel der Pflanzenziichtung, die allerdings durch den
komplexen genetischen Hintergrund erschwert wird. Aufgrund seiner Verwandtschaft zu
den SuRgréasern hat B. distachyon in den letzten Jahren als Modellsystem fir funktionelle
genomische Analysen an Bedeutung gewonnen (Draper et al., 2001; Mur et al., 2011). Um
die pflanzliche Seite der Interaktion naher zu charakterisieren, wurde im Rahmen dieser
Arbeit der B. distachyon Okotyp Bd21 als Modell fiir das Pflanzen-Pathosystem Weizen -
F. graminearum genutzt, da das Genom dieses Okotyps bereits vollstandig sequenziert

vorlag.

4.1.1 B. distachyon besitzt keine Typ I-Resistenz gegenltber F. graminearum

Damit B. distachyon auch als Modellsystem flir das Pathosystem Weizen -
F. graminearum dienen kann, sollte die Infektion in B. distachyon mit der in Weizen
vergleichbar sein. Um den Infektionsverlauf innerhalb der Ahre verfolgen zu kénnen,
wurden F. graminearum Mutanten inokuliert, die das griin-fluoreszierende Protein (GFP)
konstitutiv exprimierten, wodurch sich die Pilzhyphen in planta leicht identifizieren lieRen
(Prasher, 1995). Die Sprihinokulation mit Konidien einer Wildtyp-dhnlichen
F. graminearum-Mutante (wt-GFP; Jansen et al., 2005) zeigte 14 dpi nekrotische Ahrchen,
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aber kein Verbleichen der Ahre. Nichtsdestotrotz demonstrieren die Nekrosen, die ko-
lokalisiert mit der pilzlichen GFP-Fluoreszenz auftreten, dass B. distachyon erfolgreich
von F. graminearum kolonisiert werden kann. Dies konnte zuvor auch von Peraldi et al.
(2011) gezeigt werden. Im Laufe der Infektion konnten die Autoren zusatzlich die
typischen Symptome der kompletten Ahrenbleiche beobachten, was durch die Nutzung des
aggressiveren F. graminearum-Isolats (UK1) erklart werden konnte. Unterschiede
bezlglich der Aggressivitat einzelner F. graminearum Stdmme konnten von Cumagun et
al. (2004), sowie Goswami und Kistler (2005) teilweise auf die Menge des produzierten
Mykotoxins zurlckgefiihrt werden. Zudem Kkorreliert die direkte Applikation des
Mykotoxins DON in hohen Konzentrationen (10 g/L) mit einer Ahrenbleiche in fiir
F. graminearum anfalligen Weizensorten (Lemmens et al., 2005). Neben der Infektion mit
einem eventuell aggressiveren F.graminearum lIsolats, erzeugten Peraldi et al. (2011)
einen hohen Infektionsdruck durch das Spriihen einer Konidienlosung auf die Pflanzen bis

zu Oberflachensattigung.

Die Spruhinokulation fuhrte zu einer erfolgreichen Primérinfektion, so dass keine Typ I-
Resistenz, wie sie von Schroeder und Christensen (1963) beschrieben wurde, vorliegt und
B. distachyon prinzipiell als Wirt fir F. graminearum dienen kann. Eine erfolgreiche
Ausbreitung des Pilzes innerhalb der Pflanze kann mit dieser Methode nicht untersucht
werden, da unabh&ngige F.graminearum Infektionen benachbarter Bliten nicht

ausgeschlossen werden kénnen (Schroeder und Christensen, 1963, Bai und Shaner, 2004).

4.1.2 Infektion definierter F. graminearum-Mutanten in B. distachyon verlauft

vergleichbar zur Weizeninfektion

Um zu untersuchen, ob F. graminearum zu einer Kolonisierung weiteren Gewebes und
somit zu einer Ausbreitung innerhalb der Ahre in der Lage ist, wurde eine einzelne Bliite
punktuell inokuliert. Auch hier zeigte der wt-GFP eine starke Infektion, die, durch einen
Disease Score von Uber 2, 14 dpi gekennzeichnet ist. Mit dem Disease Score wurde der
Infektionsverlauf visuell anhand eines Punktesystems bewertet, wobei ein Wert Uber 2 eine
erfolgreiche Ausbreitung der Infektion beschreibt (vgl. 2.6.1). Zudem verdeutlichen
fluoreszierende Hyphen des wt-GFP innerhalb der Rachilla den Infektionsweg des Pilzes

von der inokulierten zu den benachbarten Bliiten. Die wt-GFP-Infektion kann die Barriere
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der Rachilla und somit eine Typ Il-Resistenz Gberwinden. Auch im Weizenkultivar Nandu
konnten Hyphen des F. graminearum wt-GFP beobachtet werden, die sich in der Rachis
durch das Xylem und Phloem der Leitbundel ausbreitet und somit das nachstgelegene
Ahrchen kolonisiert (Jansen et al., 2005; Brown et al., 2010). Dagegen zeigt Gerste nach
einer F. graminearum Infektion eine klare Typ II-Resistenz, wobei die Ausbreitung des
Pilzes am Rachisknoten und der Rachilla gestoppt wird (Langevin et al., 2004; Jansen et
al., 2005).

In Weizen fuhrt eine F.graminearum Infektion haufig zu verkimmerten und nur
unzureichend ausgebildeten Kornern, die auf eine Unterbrechung der Nahrstoffzufuhr
durch den Pilz wéhrend der Kornbildung zuriickgefiihrt wird (Bechtel et al., 1985;
(McMullen et al., 1997; Brown et al., 2010). Erfolgt die F.graminearum-Infektion,
nachdem die Kornbildung bereits begonnen hat, kann der Pilz die enthaltene Starke und
Speicherproteine verdauen, sowie die Zellwande zersetzen, was ebenfalls zu Korndefekten
fihrt (Bechtel et al., 1985; Boyacioglu und Hettiarachchy, 1995). In den infizierten
Ahrchen von B. distachyon unterblieb die Kornbildung vollstandig (Abbildung 3-2). Dies
lasst auf einen Infektionszeitpunkt wvor der Kornbildung schlieBen, wobel
hdchstwahrscheinlich durch die massive Besiedlung des Pilzes die bereits in Weizen

beschriebene Unterbrechung der N&hrstoffzufuhr zu den Karyopsen erfolgte.

Die fir Weizen typische Ahrenbleiche konnte nach der Punktinokulation des
F. graminearum-Stammes wt-GFP nur partiell bei B. distachyon-Ahrchen beobachtet
werden (Abbildung 3-2 A). Da hauptséchlich das Mykotoxin DON fiir das Ausbleichen
verantwortlich gemacht wird (Cumagun et al., 2004; Goswami und Kistler, 2005;
Lemmens et al., 2005), wurde die DON Konzentration in den inokulierten Ahrchen
analysiert. Die Infektion mit wt-GFP fuhrte bereits 7 dpi zu hohen DON-Mengen
(Abbildung 3.3). Zu diesem Zeitpunkt hat der Pilz bereits das inokulierte Ahrchen und den
Rachillaknoten kolonisiert und breitet sich iber die Rachilla aus, was der Disease Score
von etwa 1 widerspiegelt. In Weizen korreliert die DON-Konzentration mit der TRI5-
Expression und es konnte gezeigt werden, dass die Besiedlung des Ubergangsbereichs
zwischen Rachilla und Rachis zu einer starken Induktion der Trichothecenebiosynthese in
F. graminearum flhrt. Ist diese (berwunden, nimmt die TRI5-Expression wieder ab
(Doohan et al., 1999; Voigt et al., 2007; llgen et al., 2009). Auch in B. distachyon konnte
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kein Anstieg der DON-Menge in den inokulierten Ahrchen zu einem spéteren Zeitpunkt
beobachtet werden. Aufgrund dieser Beobachtungen scheint auch in den Ahrchen von
B. distachyon der Ubergangsbereich in die Rachilla bei der Besiedlung durch
F. graminearum eine Barriere darzustellen, die von dem Pilz berwunden werden muss. In
B. distachyon-Ahrchen lag die DON Konzentration 14 dpi mit wt-GFP bei 12 mg/g Mycel
(Abbildung 3-3) und entsprach damit in etwa den DON Konzentrationen im Weizen von
20 mg/g Mycel (Voigt et al., 2007). Hierbei zeigt sich auch die weitaus bessere
Anwendbarkeit der Modellpflanze B. distachyon in der Untersuchung der Mykotoxin-
Induktion gegenuber A. thaliana, bei der die nachgewiesenen DON-Konzentrationen nach
einer F. graminearum-Infektion im Allgemeinen relativ gering und nicht mit den Mengen
in Weizen vergleichbar sind (Urban et al., 2002; Cuzick et al., 2008). Prinzipiell kann
somit festgesellt werden, dass B. distachyon die nétigen Faktoren zur Induktion der DON-

Produktion in F. graminearum bereitstellt.

Nachdem der Infektionsverlauf, sowie die Induktion und Akkumulation von DON durch
wt-GFP in B. distachyon mit dem des Weizens vergleichbar ist, sollte anschlielend
untersucht werden, ob auch vergleichbare Typ Il-Resistenzen nach der Inokulation
verschiedener  definierter F. graminearum-Deletionsmutanten  auftreten. Die
Trichodiensynthase TRI5 bildet das erste Enzym im Syntheseweg der Trichothecene und
eine Deletion des kodierenden Gens fiihrt zum Abbruch der Trichothecensynthese und zum
Fehlen des Mykotoxins DON (Hohn und Desjardins, 1992; Proctor et al., 1995). In Weizen
fiihrt dieser Knock-out zu einer starken Einschrankung der Virulenz, wobei das inokulierte
Ahrchen noch besiedelt werden kann, eine weitere Ausbreitung aber unterbleibt
(Desjardins et al., 1993; Bai et al., 2002; Jansen et al., 2005). Nach der Inokulation des
Trichodiensynthase Knock-outs Atri5-GFP konnte in B. distachyon keine weitere
Ausbreitung auferhalb der inokulierten Blite beobachtet werden. Damit konnte
nachgewiesen werden, dass anders als in Gerste und Mais DON als Virulenzfaktor fir die
Ausbreitung und die volle Pathogenitét in B. distachyon wichtig ist und damit vermutlich
eine dhnliche Funktion in der Uberwindung der Pflanzenabwehr wie in Weizen besitzt.
(Jansen et al., 2005; Maier et al., 2006).

Einen weiteren wichtigen Virulenzfaktor von F.graminearum in Weizen bildet die
sekretierte Lipase FGL1. Ahnlich dem TRI5-Knock-out ist die Infektion der
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Deletionsmutante Afgll in der Ausbreitung eingeschrankt. In Weizen wird ausschlieBlich
das inokulierte Ahrchen besiedelt, und auch in Mais fiihrt eine Inokulation mit dieser
Mutante zu einer stark reduzierten Infektion (Voigt et al., 2005). In B. distachyon konnte
eine reduzierte Infektion, vergleichbar mit der Afgll Infektion in Weizen, bzw. der
beschriebenen Atri5-GFP Infektion in B. distachyon, beobachtet werden (Abbildung 3-2).
Da die Mutante die Ubergangszone von Rachilla und Rachis nicht durchbrechen kann,
dieser Bereich aber héchst induktiv auf die DON-Bildung wirkt (llgen et al., 2009), konnte
in Afgl-infizierten Weizenéhren ein kontinuierlicher Anstieg der TRI5-Expression und der
DON-Menge beobachtet werden (Voigt et al., 2007; llgen et al., 2009). Im Gegensatz dazu
war die DON-Konzentration in den Afgl1-GFP inokulierten Ahrchen von B. distachyon zu
den untersuchten Zeitpunkten vergleichbar mit der wt-GFP Infektion. Wéhrend in der
Weizenahre die Ahrchen sehr kompakt gebaut sind und die Rachilla der einzelnen Bliiten
Uber den Rachisknoten direkt in die Rachis Ubergehen, liegen in B. distachyon die Rachilla
der Bliten und die Rachis weiter auseinander (Abbildung 1-1 C; bzw. Opanowicz et al.,
2008; Brown et al., 2010). Zwar bildet der Rachillaknoten in B. distachyon eine Barriere
gegen die Ausbreitung der Infektion, scheint aber anders als in Weizen nicht die gleiche
starke induktive Wirkung auf die DON-Produktion zu haben, da es zu keiner erhéhten
DON-Induktion beim Auftreffen der Afgll-GFP Mutante auf den Rachillaknoten im
Vergleich zum penetrierenden wt-GFP kommt (Abbildung 3-3).

In F. graminearum ist die MAP-Kinase GPMK1 an der Regulation von FGL1 beteiligt
(Salomon et al., 2012). Die durch die Deletion des Gens erzeugte Mutante Agpmk1 zeigt
einen apathogenen Infektionsphanotyp auf inokulierten Weizenahren (Jenczmionka et al.,
2003; Urban et al.,, 2003), da neben der Induktion der sekretierten Lipase auch die
Induktion weiterer extrazellularer Endonuklaeasen, Xylanasen und Proteasen, die an einem
Abbau der pflanzlichen Zellwand wéhrend des Infektionsprozesses beteiligt sind,
unterbleibt (Jenczmionka und Schafer, 2005). Vergleichbar mit der Infektion in Weizen,
kann in B. distachyon ein leichtes Wachstum der Deletionsmutante nur auf den Antheren
beobachtet werden, ansonsten zeigte sich auch hier der apathogenen Infektionsphénotyp
(Abbildung 3-2). Die leichten Nekrosen an Palea und Lemma von B. distachyon-Bluten
kénnten von den hohen DON-Konzentrationen hervorgerufen werden, die fur die Mutante

nachgewiesen wurden (vgl. Abbildung 3-3; Urban et al., 2003). So konnten auch Peraldi et
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al. (2011) eine Sensitivitat von B. distachyon gegeniiber DON beobachten, die sich

ebenfalls in nekrotischen L&asionen manifestierte.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass B. distachyon erfolgreich von F. graminearum
infiziert werden kann, wurde mit der Analyse der bereits in Weizen gut dokumentierten
Infektionen der unterschiedlichen F. graminearum-Deletionsmutanten die Vergleichbarkeit
der Infektionsverlaufe und der Ausbreitung demonstriert. Zusammenfassend kann
B. distachyon als Modellorganismus zur Analyse der F. graminearum-Infektion, sowie des

damit verbundenen Schadbilds FHB, genutzt werden.

4.1.3 F. graminearum Infektion induziert spezifische Abwehrmechanismen

wahrend der Infektion

Die pilzliche Seite des Pathosystems F.graminearum — Weizen konnte mithilfe von
Deletionsmutanten des Pilzes, wie den oben Dbeschriebenen, oder diversen
Uberexpressionen bereits gut charakterisiert werden (Kazan et al., 2012). Um auch die
pflanzliche Seite der Interaktion besser verstehen zu kdnnen, muss neben der Beschreibung
und Identifizierung moglicher Abwehrmechanismen, auch die funktionelle Untersuchung
der zugrundelegenden Gene erfolgen. Diese Analysen werden durch die genetische

Zugéanglichkeit von B. distachyon im Vergleich zu Weizen wesentlich vereinfacht.

4.1.3.1 Induzierte Calloseablagerungen

Eine Dbasale Reaktion von Pflanzen auf penetrierende Pathogene bildet die lokale
Einlagerung von Callose in die Zellwand. Innerhalb kurzer Zeit wird Callose in Form von
Papillen als mechanische Barriere unterhalb der Penetrationsstelle gebildet (Koh et al.,
2005). Die Auflagerungen konnen das Eindringen des Pathogens verhindern, bzw. der
Pflanze Zeit fir die Bildung weiterer Abwehrmechanismen verschaffen (Stone und Clarke,
1992; Brown et al., 1998; Hammond-Kosack und Jones, 1996; Ellinger et al., 2013).

Bei einer F.graminearum-Infektion scheint besonders der Ubergangsbereich des
Rachillaknotens in B. distachyon bzw. des Rachisknotens in Weizen fir eine erfolgreiche
Typ l1-Resistenz von Bedeutung zu sein. Dementsprechend konnten in diesem Bereich in
B. distachyon bereits 3 dpi punktuelle Callosablagerungen beobachtet werden. Ein

Vergleich der verschiedenen Deletionsmutanten von F. graminearum zeigte deutliche
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Unterschiede hinsichtlich der Calloseablagerungen. So fiihrte die Infektion mit dem wt-
GFP, genauso wie mit dem Atri5-GFP nur zu geringer Calloseakkumulation im Vergleich
zu den wasserinokulierten Ahrchen (Abbildung 3-5). Eine Unterdriickung von
callosehaltigen Zellwandauflagerungen bzw. ein Abbau durch sekretierte p-1,3-
Glucanasen konnte auch von Kang und Buchenauer (2000) wahrend der Infektion mit
F. culmorum in anfalligen Weizenkultivaren beobachtet werden. In einem resistenten
Weizenkultivar flhrte die Infektion dagegen sehr schnell zu starken Zellwandverdickungen
(Kang und Buchenauer, 2000; Slikova et al., 2008). Diese bildeten eine zusatzliche
physikalische Barriere, die vermutlich die Ausbreitung des Pilzes im Wirtsgewebe
beschrankten, sowie eine Diffusion niedermolekularer Substanzen, wie Toxine,
verhinderten. Zudem konnte die Ausbreitung in weiter entferntes Gewebe durch den
Verschluss der Siebelemente durch Callose und anderem amorphen Material eingeschrankt
werden (Ribichich et al., 2000; Christensen et al.,, 2005). Die vermehrten
Calloseablagerungen, die wahrend der Afgll-GFP Infektion im Rachillaknoten von
B. distachyon nachgewiesen werden konnten, stehen im Einklang mit Beobachtungen von
Voigt (2006) in Weizen. Obwohl die Deletionsmutante Afgll in Weizen erhdhte DON-
Mengen produziert, fiihrte eine Afgll-Infektion zu einer Induktion der Calloseablagerung
im Rachisknoten. Im Gegensatz zu den F. graminearum-Stdmmen wt-GFP und Atri5-GFP
fehlt Afgll die sekretierte Lipase 1, die bendtigt wird, um pflanzliche Lipide zu
hydrolysieren (Voigt et al., 2005). Fir die dabei frei gesetzten ungesattigten freien
Fettsduren konnte eine Inhibierung der Callosesynthese in der Pflanzen gezeigt werden, die
somit in der Afgll Mutante unterbleibt (Kauss und Jeblick, 1986a; Voigt, 2006). Daneben
wurden weitere post-translationale Regulationsmechanismen fir die Callosesynthese
vorgeschlagen, wie eine Aktivierung durch Ca®** oder Phosphorylierung (Kauss und
Jeblick, 1986b; Hong et al., 2001a).

Die mit F. graminearum wt-GFP inokulierten B. distachyon-Ahrchen zeigten 7 dpi die
hochste Callosemenge, die 14 dpi wieder abnahm (vgl. Abbildung 3-4 G und Abbildung 3-
5 H). Da auch in den wasserinokulierten Ahrchen die Menge abnahm, scheint es sich zum
Teil um eine entwicklungsbedingte Verdnderung zu handeln. Jedoch blieben die
Callosemengen in infizierten B. distachyon-Ahrchen stets deutlich hoher als in der

Wasserkontrolle, mit Ausnahme der Ahrchen nach Inokulation mit der apathogenen
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Agpmk1-Mutante. Zum Zeitpunkt der hochsten Callosekonzentration in den Ahrchen nach
7 dpi hat wt-GFP bereits die Rachilla kolonisiert und breitet sich von dort weiter aus
(Abbildung 3-2). Es ist anzunehmen, dass eine Verstarkung der Zellwande oder ein
Verschluss der Leitbiindel durch Callose in diesem Stadium keinen Einfluss mehr auf die
Ausbreitung des Pilzes hat und somit eine Unterdriickung der Callosebildung nur noch an
der Wachstumsfront erforderlich ist. So kann auch eine Reduzierung der FGL1-Expression
7 und 14 Tage nach einer Wildtyp Inokulation in Weizen im Vergleich zum induktiven

Zeitpunkt 3 dpi festgestellt werden (Salomon et al., 2012).

Im Allgemeinen scheinen Zellwandverdickungen, auch ohne eine Beteiligung von Callose,
zu einer Resistenzauspragung beizutragen. Da in F. graminearum-infizierten Rachisknoten
von Weizen von Ribichich et al. (2000) keine vermehrte Cellulose nachgewiesen werden
konnte, wird die Zellwand wahrscheinlich nicht durch die Synthese von neuen Schichten
verdickt. Vielmehr wird eine Verstarkung durch die Einlagerung von Phenylpropanoiden
erreicht. So konnten in den F. graminearum-resistenten Weizenkultivaren Sumai-3 und
Nyubai eine Induktion der Synthese von Amiden der Hydroxyzimtséuren, Flavonoiden und
Ligninen nachgewiesen werden (Ribichich et al., 2000; Gunnaiah et al., 2012). Lignine
kdnnen die Zellwand gegen einen enzymatischen Verdau, oder mechanische Einwirkungen
verstarken, wie z. B. gegen den erhéhten Druck wahrend eines Penetrationsversuchs durch
pilzliche Appressorien (Vance et al., 1980; Nicholson und Hammerschmidt, 1992; Moura
et al.,, 2010). Gleichzeitig erhoht z.B. Ferulasdure, eine Hydroxyzimtséure, die
Verkniupfung der Zellwandmolekile und wirkt, wie Flavonoide, als Phytoalexin (McLusky
et al., 1999; Edreva et al., 2007; Marcia, 2009). Die Induktion von Zellwandverdickungen
wird vermutlich durch DON inhibiert. So konnten Jansen et al. (2005) in Atri5-GFP
inokulierten Weizendhren, im Gegensatz zu einer Infektion mit dem F. graminearum

Wildtyp, eine starke Verdickung der Zellwande im Bereich des Rachisknoten beobachten.

4.1.3.2 Spezifische induzierte Zellwandverdanderungen

Ob eine Pathogenantwort auch zu einer Veranderung in der Zusammensetzung der
Hemicellulosen fihrt, sollte mit der Analyse der nicht-cellulosehaltigen Monosaccharide
geklart werden. Die Zuckerzusammensetzung der Zellwéande von B. distachyon-Ahrchen

entspricht in etwa den zuvor beschriebenen Zusammensetzungen anderer Gewebe von
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B. distachyon und ist vergleichbar mit der der Graser im Allgemeinen (Rancour et al.,
2012). Den Hauptanteil der Monosacharide bildet 7 Tage nach der Anthese Xylose. Zudem
konnten etwa gleiche Mengen an Glucose und Arabinose, sowie nur wenig Galactose
nachgewiesen werden. Entwicklungsbedingt verénderte sich die Zusammensetzung der
Zellwand 14 Tage nach der Anthese, indem die Glucosemenge anstieg, wéhrend die
Xylosekonzentration abnahm. Betrachtet man die weitere Entwicklung, zeigen reife Ahren
von B. distachyon etwa 24 Prozent mehr Glucose als Xylose (Rancour et al., 2012), die
Zellwand des ausgereiften Korns besteht sogar zu 90 Prozent aus Glucose (Guillon et al.,
2011). Glucose ist ein Grundbaustein der Zellwand und findet sich unterschiedlich
verknupft, sowohl in Cellulose, als auch in den Hemicellulosen vorwiegend als -(1,3;1,4)-
D-Glucan (MLG) und Xylogucan (XyG). Der starke Anstieg der Glucose in B. distachyon
Ahren geht wahrscheinlich auf einen hohen Anteil MLG zuriick, die fiir eines schnelles
Zellwachstum und dessen Kontrolle synthetisiert werden (Buckeridge et al., 2004; Guillon
et al., 2011). In B. distachyon weisen zudem die erh6hten Mengen an MLG, sowie ein
geringer Starkegehalt auf eine Funktion als Starkequelle hin, die wahrend der Keimung
schnell und effektiv mobilisiert werden kann (Burton und Fincher, 2012; Guillon et al.,
2011). In sich entwickelnden Organen der Gréser bildet Xylose den Hauptbestandteil der
Zellwand. So zeigte sich auch in den Ahrchen von B. distachyon 7 Tage nach der Anthese
ein Xyloseanteil von 70%, der wahrend der weiteren Samenreifung bis zur reifen Ahre
abnahm (Rancour et al., 2012).

Interessanterweise fiihrte in B. distachyon-Ahrchen eine Infektion durch F. graminearum
wt-GFP zunédchst zu einer starken Reduktion der Glucosemenge der Hemicellulosen,
wéhrend weder Verénderungen der Xylose- noch Arabinosemengen beobachtet wurden.
Auch in den Atri5-GFP und Afgl1-GFP inokulierten Ahrchen konnte eine etwas geringere
Glucosemenge beobachtet werden, wahrend die Agpmk1-GFP Infektion keine
Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle zeigte. Daraus lasst sich schlielen, dass die
Starke der F.graminearum-Infektion in einem Zusammenhang mit der Reduktion der
Glucosemenge steht. Besonders nekrotrophe Pilze sekretieren eine Bandbreite von
zellwandabbauenden Enzymen (CWDP, cell wall degrading proteins), wie Cellulasen,
Xylasen und Pektinasen, um die Barriere der Zellwand zu Uberwinden (Walton, 1994;

Nihse, 2012). Auch konnte ein Abbau von Cellulose in der pflanzlichen Zellwand bereits

75



DISKUSSION

fir Fusarium-Spezies demonstriert werden (Kang und Buchenauer, 2002; Wanjiru et al.,
2002). Allerdings wurden durch die in dieser Arbeit angewandte Aufreinigungsmethode
und dem anschlieBenden Verdau mit TFA spezifisch die Hemicellulosen hydrolisiert,
wéhrend die Cellulosen nicht angegriffen wurden (De Ruiter und Burns, 1987), weshalb
der beobachtete Glucoseabfall nicht auf einen Verdau der Cellulosen durch
F. graminearum zurtckgefihrt werden kann. Wie zuvor beschrieben geht in B. distachyon-
Anhrchen die detektierte Glucosemenge der Hemicellulosen vermutlich hauptsachlich auf
MLG zuriick, die ebenfalls durch Cellulasen hydrolysiert werden kénnen (lvakov und
Persson, 2001). Damit konnte die geringere Glucosemenge durch einen Abbau der
Hauptstrukturkomponente der Hemicellulosen durch F.graminearum erklart werden.
Durch diesen Abbau wirden wahrscheinlich Verknipfungen zwischen den Cellulosen
gelockert, was wiederum die Zellwand angreifbarer fir einen weiteren Verdau macht und
schlielich F. graminearum die Penetration ermdglicht (Walter et al., 2010). Die bei der
Hydrolyse entstehenden MGL-Oligosaccharide kénnten aufgrund einer Uberwachung der
Zellwandintegritdt und Funktionalitit von der Pflanze perzipiert werden und
Signalkaskaden aktivieren (Pilling und Hofte, 2003; Seifert und Blaukopf, 2010; Vega-
Sanchez et al., 2012; Nuhse, 2012). So fiihrte in Reis die Deletion der Cellulose synthese-
like F6 (CslF6) Glykosyltransferasen zu einem fast vollstandigen Verlust der MLGs, sowie
zu einer Induktion der Pathogenantwort und einer erhfhten Resistenz. Zudem konnte ein
erhdhte Expression von Salicylsaure-Markergenen festgestellt werden (Vega-Sanchez et
al., 2012). In frihen Phasen der Infektion konnte auch fir F. graminearum eine Induktion
der Salicylséure gezeigt werden (Pritsch et al., 2000; Ding et al., 2011). Salicylséure ist
Teil der allgemeinen pflanzlichen Abwehr und spielt vorwiegend bei biotrophen
Infektionsprozessen eine zentrale Rolle, wobei ihr auch eine Bedeutung in der
Resistenzausbildung gegen F. graminearum in Weizen zugesprochen werden konnte (Ding
et al., 2011; Kazan et al., 2012; Vlot et al., 2009). Dies steht im Einklang mit den zunachst
hemibiotrophen Charakteristiken die F.graminearum wéhrend der Etablierung der
Infektion zeigt (Brown et al., 2010; Trail, 2009; Bushnell et al., 2003). So konnte die
Freisetzung der MGL-Oligosaccharide durch F. graminearum als Signal flr die Pflanze
dienen, Salicylsaure zu induzieren. Die erfolgreiche Kolonisierung von B. distachyon
deutet allerdings auf eine nicht ausreichende Induktion der Abwehr hin (Pritsch et al.,
2000; Ding et al., 2011).
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Im weiteren Verlauf der F. graminearum-Infektion konnte ein signifikanter Anstieg der
Glucosemenge in wt-GFP inokulierten Ahrchen im Vergleich zur Wasser-Inokulation
beobachtet werden. Dieser Anstieg steht im Kontrast zu der zuvor beschrieben Sekretion
von CWDP durch F.graminearum, um die Zellwand zu tberwinden ((Walton, 1994;
Walter et al., 2010; Niihse, 2012)). Ein erfolgreicher Verdau der Zellwénde, sollte
vermutlich auch zu einer Abnahme in der Gesamtmenge der Hemicellulosen fihren, die
aber nicht beobachtet werden konnte. Wéhrend fir die DON-produzierenden Mutanten
Afgl1-GFP und Agpmk1-GFP ebenfalls ein leichter Anstieg zu verzeichnen war, verblieb
die Glucosemenge der Atri5-GFP Infektion auf dem Niveau der Wasserkontrolle
(Abbildung 3-6 B). Somit konnte nur in DON-produzierenden F. graminearum-Stammen
eine Veranderung der Zellwandzusammensetzung beobachtet werden. Um zu kléren ob
DON alleine firr die Modifikationen verantwortlich ist, wurden B. distachyon-Ahrchen mit
verschiedenen Konzentrationen von DON inokuliert. Interessanterweise konnte nur fir
geringe DON Konzentrationen bis 1000 ppb ein Anstieg der Glucose beobachtet werden,
wobei der hochste Anstieg bei der niedrigsten Konzentration (1 ppb) auftrat (Abbildung 3-
7 C). Bei dem Anstieg der Glucose konnte eine Beteiligung von Calloseablagerungen, wie
sie im wt-GFP 14 dpi gezeigt wurden (Abbildung 3-4), ausgeschlossen werden, da die
Callosemenge in den DON-inokulierten Ahrchen der Wasser-Inokulation entsprach

(Abbildung 3-7 B) und dementsprechend nicht induziert war.

Obwohl fir die hohen DON-Konzentrationen von 50 ppm bis 500 ppm keine
Veranderungen der Monosaccharidzusammensetzung festgestellt werden konnte, traten in
den inokulierten Bluten Nekrosen auf. Das Auftreten von nekrotischen und chlorotischen
Symptomen wird auf eine Inhibierung der Proteinbiosynsthese zurtickgefiihrt (Cutler,
1988; Peraldi et al., 2011), wobei DON vermutlich an die ribosomale 60S-Untereinheit
bindet und so die Aktivitat der Peptidyltransferase blockiert (Wannemacher et al., 1997;
Rocha et al., 2005). Im tierischen System wird durch die Bindung an das Ribosom die
Aktivitdt der Peptidyltransferase inhibiert, wodurch MAPK-Signalkaskaden eine
ribotoxische Stressantwort auslésen (Shifrin und Anderson, 1999; lordanov et al., 1997).
Die MAP-Kinasen bilden einen zentralen Signaltransduktionsweg in der Zelle, der fur die
Weitergabe der Information von diversen Rezeptoren oder Sensoren bis zu einer Antwort

auf zellularer Ebene verantwortlich ist (Opdenakker et al., 2012). Dabei kénnen MAP-
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Kinasen die Zellproliferation und Differenzierung beeinflussen, sowie Apoptose
induzieren (Cobb, 1999). Wahrend im tierischen System bereits die MAP-Kinasen JNK (c-
Jun NHj-terminal kinase) und p38 identifiziert wurden, die potentiell an der Weitergabe
der DON-induzierten ribotoxischen Stressantwort beteiligt sind (Pestka, 2007), fehlt fur
Pflanzen die Information, welche MAP-Kinasen an der Perzeption, Weitergabe und
schliellich der Regulation der Genexpression involviert sind. Einige Hinweise liefern
Studien von Caffrey et al. (1999) und Ren et al. (2002), die eine funktionelle
Verwandtschaft von JNK bzw. p38 zu MPK3 und MPKG®6 aus A. thaliana vorschlagen. Fir
einige Trichothecene konnte in A.thaliana bereits eine Aktivierung der MAPK-
Signalkaskade, u.a. Uber MAPK®6, und anschlieBende Induktion von Genen der
Pathogenabwehr, Akkumulation von Salicylsdure und ROS, sowie eine L&sionsbildung
beschrieben werden (Nishiuchi et al., 2006). Fiir DON konnte dagegen keine Induktion der
Pathogenabwehr beobachet werden, vermutlich da A. thaliana durch die Expression einer
UDP-Glycosyltransferase in der Lage ist DON zu detoxifizieren (Poppenberger et al.,
2003).

Ahnlich wie im tierischen System konnte DON auch in der Pflanze Dosis-abhangig
unterschiedliche Reaktionen hervorrufen: Wahrend sehr hohe DON-Dosen zum Absterben
von Organen und zum Tod fiihren, kénnen niedrigere Dosen das Immunsystem modulieren
(Pestka, 2007; Ueno, 1984). So kdnnte eine hohe DON-Konzentration auch in der Pflanze
zur Apoptose fihren, wodurch auch die nekrotischen Symptome erklart werden konnten,
wéhrend niedrige DON-Konzentrationen die pflanzliche Abwehr &hnlich einer effector-
triggered-like immunity induzieren (Jones und Dangl, 2006) und schlief3lich zur Erhéhung
der Glucosemenge beitragen. Ein weiterer Hinweis auf eine Funktion als Effektor, kénnte
die erhohte Resistenz gegenliber einer F.graminearum Infektion nach einer
Vorbehandlung mit DON sein (Abbildung 3-8). DON wird innerhalb der Wirtszelle bei
Bindung an das Ribosom erkannt, das Signal wird weitergeleitet und die pflanzliche
Abwehr auf das Pathogen vorbereitet, wie z.B. die Verdnderung der
Zellwandzusammensetzung. Wie DON in der Zelle erkannt wird, welche Proteine an der
Weiterleitung beteiligt sind und welche spezifischen Abwehrmechanismen durch DON
induziert werden, soll in der Zukunft noch geklart werden, da hierdurch mégliche neue

Resistenzmechanismen aufgedeckt werden kdnnten.
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4.2 Beteiligung von Callosesynthasen an der F. graminearum-Infektion in

B. distachyon

Beziiglich der induzierten Zellwandverdnderungen nach einer mikrobieller Infektion ist
neben den zuvor beschriebenen, insbesondere die Ablagerung des $-1,3-Glucans Callose
eine der offensichtlichsten Verénderungen, die eine generelle Antwort auf die physische
Penetration darstellt. Dies konnte auch in B. distachyon nach F. graminearum-Infektion
festgestellt werden. Vergleichbar zu Weizen war die Infektion mit der Afgll-Mutante
besonders auffallig, da sie zu erhéhten Calloseablagerungen im Rachillaknoten von
B. distachyon fiihrte, sowie in der Ausbreitung eingeschrankt war. Da zudem Kkirzlich
gezeigt werden konnte, dass in A.thaliana die Uberexpression der stressinduzierten
Callosesysnthase AtGSL5 zu einer vermehrten Calloseablagerung an Orten der versuchten
Mehltau-Penetration und letztlich zur kompletten Resistenz gegentber dem Pathogen fiihrt
(Ellinger et al., 2013), stellte sich die Frage, ob auch in dem monokotylen Gras
B. distachyon eine Uberexpression der Callosesynthase AtGSL5 aus A.thaliana zur
Erhohung der Resistenz beitragen konnte. Daftir wurden B. distachyon Wildtyppflanzen
mittels A. tumefaciens mit dem entsprechenden Konstrukt zur AtGSL5-Uberexpression
transformiert. Die Integration und Expression von AtGSL5 fuhrte in B. distachyon zu einer
Erhohung der Resistenz gegenuber F. graminearum wt-GFP. Dieser Phénotyp konnte flr
zwei unabhdngige Linien bestétigt werden, wahrend sich die Pflanzenlinie, die nur mit
GFP als Kontrolle transformiert wurde, wie der Wildtyp verhielt (Abbildung 3-10). Durch
diese mitgefiihrte Kontrollpflanze konnte eine Induktion der Resistenz aufgrund des
transformierten Vektors und des exprimierten GFPs ausgeschlossen werden. Die wt-GFP-
Infektion zeigte in den AtGSL5-Pflanzen eine typische Typ IlI-Resistenz, wobei sich
F. graminearum nur im inokulierten Ahrchen ausbreiten konnte. Die Callosebestimmung 3
dpi ergab eine Steigerung der Callosemenge um 350% im Rachillaknoten der inokulierten
Blute. Diese starke Induktion der Calloseproduktion ist wahrscheinlich an der Ausbildung
der beobachteten Resistenz beteiligt, wie sie auch flr resistentere Weizenkultivare
beschrieben wurde (Kang und Buchenauer, 2000; Slikova et al., 2008). Dies liefert
wichtige Hinweise darauf, dass Callose in der F.graminearum-Infektion in
Monokotyledonen eine groRere Rolle spielen kdnnte als bisher angenommen. Diese

Vermutung wird unterstitzt durch Untersuchungen zur Inhibierung der Callosesynthase in
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Getreiden. So flhrt eine Behandlung mit dem Callosesynthase-Inhibitor 2-Deoxy-D-
Glucose in Gerste zu einer Verstarkung der Penetration insbesondere durch einen
inkompatiblen Mehltau (Bayles et al., 1990; Zeyen et al., 2002). Dabei wurde auch der
Einfluss von Calloseablagerungen in MLO-Mutanten getestet. Mutationen in MLO-Genen
fuhren zu einer allgemeinen Erhéhung der Resistenz gegen Mehltau, aber auch zu friher
Blattseneszenz und reduzierter Fitness in ungunstigen Umgebungen (Consonni et al.,
2010). MLO aus Gerste und MLO2 aus A.thaliana kodieren fir ein integrales
Membranprotein mit sieben transmembranen Doménen, das mit dem Ca?“Sensor
Calmodulin interagiert und die pflanzliche Pathogenanwort unterdriickt (Blschges et al.,
1997; Devoto et al., 1999; Kim et al., 2002). Die Deletion des Gens fiihrt dagegen zu
einem erhohten Aussto von ROS, einer pathogen-induzierten Genexpression, sowie zu
einer VergrolRerung der lokalen Papillen, wodurch eine Penetration unterbunden wird
(Skou et al., 1984; Peterhédnsel et al., 1997; Piffanelli et al., 2002). Obwohl der mlo-
Phanotyp in Gerste dem Knock-out in A. thaliana enspricht (Vogel und Somerville, 2000;
Schulze-Lefert und Panstruga, 2003), scheinen in dem dikotylen Organismus
Calloseablagerungen, durch die Stress-induzierte Callosesynthase AtGSL5 fiur eine

Resistenzausbildung keine Rolle zu spielen (Consonni et al., 2010).

Aufgrund der Bedeutung von Calloseablagerungen in der Ausbildung der Typ Il-Resistenz
in B. distachyon, wurde damit begonnen, die B. distachyon-eigenen Callosesynthasen
néher zu charakterisieren. In einem Screening auf genomischer Ebene wurden 11 Gene
identifiziert, die zur der Familie der Callosesynthase-kodierenden GSL-Gene gerechnet
werden konnen. Von den 11 GSL-Genen zeigten BdGSL2 und BdGSL3 eine relativ
einfache Genstruktur, die sich in dem Vorhandensein von nur wenigen Exons &uf3ert und
damit vergleichbar zur Struktur der Gene AtGSL1 und AtGSL5 aus A.thaliana ist (vgl.
Abbildung 3-13 und Abbildung 1-4). Neben der Genstruktur zeigten diese
Callosesynthasen auch auf Proteinebene eine enge Verwandtschaft (Abbildung 3-12).
Durch Expressionsstudien sollten nachfolgend untersucht werden, ob die Callosesynthasen
BdGSL2 und BdGSL5 aus B. distachyon neben der festgestellten Sequenz-Homologie
auch eine &hnliche biologische Funktion in der stressinduzierten Callosebiosynthese wie
AtGSL5 besitzen (Jacobs et al., 2003; Nishimura et al., 2003). Neben den eindeutigen

Calloseablagerungen nach einer Mehltauinfektion konnte auch nach einer Verwundung des
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Blattes Callose beobachtet werden. Die Expressionsanalyse der 11 GSL-Gene aus
verwundeten Blattbereichen von B. distachyon, zeigte eine Induktion der BdGLS2-
Transkription vor der beobachteten Akkumulation von Callose (Abbildung 3-14). Dies ist
ein wichtiger Hinweis auf eine mdégliche Funktion der Callosesynthase BAGSL2 in der
stressinduzierten Callosebiosynthese. Eine potentiell dhnliche biologische Funktion und
die hohe Homologie in der Sequenz und Genstruktur zwischen BdGSL2 und AtGSL5
konnte zudem helfen, die evolutiondre Entwicklungen der stressinduzierten

Callosebioynthese in héheren Pflanzen zu untersuchen.

Dazu muss jedoch zunéchst die biologische Funktion der Callosesynthase BAGSL2 aus
B. distachyon  experimentell, durch die  Generierung einer entsprechenden

Deletionsmutante, nachgewiesen werden.

4.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Eignung von B. distachyon als Modellorganismus fir
die Untersuchung der F.graminearum — Weizen Infektion gezeigt. Eine Nutzung fir
weitere Pathosysteme unter den Getreiden wurde teilweise bereits beschrieben. So konnten
B. distachyon erfolgreich fiir die Infektion durch das Reispathogen Magnaporthe grisea
(Parker et al., 2008; Routledge et al., 2004; Draper et al., 2001) und des Streifenrosts
Puccinia striformis auf Gerste und Weizen (Draper et al., 2001) genutzt werden.
Vermutlich werden in Zukunft weitere Pathogene hinzukommen. Obwohl B. distachyon
nicht zu den C4-Pflanzen gehort, konnte es auch als Modell fur Mais und die
Bioenergiepflanze Miscanthus x giganteus dienen, um z.B. Zellwandverédnderung zu
untersuchen, die zu einem hoheren Ertrag bzw., im Falle von Energiepflanzen, zu einer

hoheren Energieausbeute fiihren.

Durch die Analyse der F. graminearum-Infektion in B. distachyon wurden DON-induzierte
Zellwandveranderungen beobachtet. Zusétzlich zu den gewdhlten Zeitpunkten von 7 und
14 dpi kénnten auch sehr friihe Zeitpunkte, die mit der ersten DON-Induktion einhergehen,
wie sie von Pritsch et al. (2000) beschrieben wurden, einen Hinweis geben zu welchem
Zeitpunkt die  Verdnderungen stattfindet. Durch gleichzeitig  durchgefiihrte
Expressionsanalysen wie z.B. fur Markergene der Salicylsdure, konnten die

Resistenzmechanismen tiefergehend beschrieben werden.

81



DISKUSSION

Zur Bestatigung und funktionellen Charakterisierung der identifizierten, zu AtGSL5
homogenen, Callosesynthase BdGSL2, sollten Deletionsmutanten von B. distachyon
beziiglich der Calloseablagerungen nach einer Verwundung bzw. als Reaktion auf
Pathogene untersucht werden. Da zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit fur
B. distachyon noch keine T-DNA-Insertionsline fiir BdGSL2 oder weitere interessante
Callosesynthasen beschrieben war, koénnten eigene Knock-out-Mutanten anhand der
TALEN Methode erstellt werden (Shan et al., 2013). Dabei werden durch designte
Nukleasen am Zielort Doppelstrangbriiche in die DNA eingeflhrt, die anschlielend mit
dem ausgewéhlten Konstrukt durch homologe Rekombination repariert werden. Dadurch
entsteht die Moglichkeit Gene durch das Einbringen von Selektionsmarkern relativ einfach
zu deletieren. Desweiteren konnte man auch durch die Transformation von RNAI-
Kontrukten die Funktion einzelner oder Gruppen von Callosesynthasen analysieren, wie es
bereits fir die AtGSL5 Mutante beschrieben wurde (Jacobs et al., 2003).

Um die Ubertragbarkeit auf Weizen und andere Getreide zu verifizieren, konnte zunachst
die Callosesynthase AtGSL5, spater auch eine identifizierte endogene Callosesynthase in
den Getreiden exprimiert werden. Untersuchungen des Phanotyps durch
Inokulationsexperimente wirden dann aufzeigen, ob eine vergleichbare Resistenz nach
einer Pathogeninfektion auftritt, wie sie fur B. distachyon in dieser Arbeit beschrieben

wurde.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die zunehmende Verbreitung der Pflanzenkrankheit Fusarium Head Blight, hauptsachlich
verursacht durch den phytopathogenen Pilz Fusarium graminearum, fihrt zu hohen
Ernteverlusten und einer Belastung des Getreides mit Mykotoxinen. Da die Kontrolle der
Krankheit nur unzureichend mit Fungiziden erfolgen kann, liegt der Fokus auf der
Zichtung von resistenteren Getreidesorten mit dem Hauptaugenmerk auf Weizen.
Allerdings werden Analysen der Interaktion zwischen F. graminearum und Getreide durch
die genetische Unzuganglichkeit insbesondere in Weizen erschwert. Als Losung wurde
Brachypodium distachyon vorgeschlagen, das neben den wichtigen Eigenschaften eines
Modellorganismus, auch genetisch zuganglich ist und relativ einfach transformiert werden

kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte durch die Analyse der Infektion eines
F. graminearum Wildtyp-Stammes, sowie definierter Deletionsmutanten, die Eignung von
B. distachyon als Modell fir die F. graminearum — Weizen Infektion bestatigt werden.
Dabei verhielt sich F.graminearum bezlglich des Infektionsverlaufs und der DON-
Produktion wie bereits fir Weizen beschrieben. Wahrend der Wildtyp B. distachyon-
Anhrchen erfolgreich kolonisieren konnte, konnten sich sowohl die DON-defiziente
Mutante Atri5, als auch die Lipase-Deletionsmutante Afgll, die Wildtyp-ahnliche Mengen
des Mykotoxins DON produzierte, nur in der inokulierten Blite ausbreiten. Der Knock-out
der MAP-Kinase Agmpk1 verhielt sich wie auf Weizen auch auf B. distachyon apathogen.

Um die pflanzliche Seite der Interaktion n&her zu charakterisieren, wurden mogliche
Veranderungen der pflanzlichen Zellwand, die die erste wichtige Barriere gegen pilzliche
Pathogene darstellt, analysiert. Die alkoholunléslichen Bestandteile der Zellwand wurden
dafir aufgereinigt und die Hemicellulosen hydrolisiert. AnschlieBend wurden die
zugrundeliegenden Monosaccharide mittels Anionenaustausch-Chromatographie mit
gekoppelter, gepulster amperometrischer Detektion (HPAEC-PAD) bestimmt. 14 Tage
nach der Infektion (dpi) mit F. graminearum konnte in den inokulierten B. distachyon-
Ahrchen nur fiir die DON-produzierenden Stamme Wildtyp, Afgl1- und Agmpkl-Mutante
ein Anstieg der Glucosemenge beobachtet werden. Durch eine Inokulation mit DON

konnte die Induktion der Glucose auf das Mykotoxin zurtickgefuhrt werden. Dabei zeigte
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die geringste DON-Konzentration von 1 ppb den hochsten Anstieg. Da eine
Vorbehandlung der Ahren mit DON zu einer signifikanten Reduktion der anschlieBenden
Wildtyp-Infektion fuhrte, wird fiir das Mykotoxin eine Dosis-abhéngige Induktion der

Pathogenabwehr, ahnlich der effector-triggered immunity, vorgeschlagen.

Als Teil der basalen Pathogenabwehr wird das Zellwandpolymer Callose zwischen der
Plasmamembran und der Zellwand gebildet. Auch in B. distachyon konnte eine
Anreicherung von Callose nach einer F.graminearum-Infektion beobachtet werden.
Waéhrend 7 Tage nach der Wildtyp-Inokulation die hochste Callosekonzentration
B. distachyon-Ahrchen beobachtet werden konnte, stach zum friilhen 3 Tage Zeitpunkt
besonders die Afgll-Mutante hervor. Diese zeigte vermehrte Calloseablagerungen im
Rachillaknoten, dem Ubergang von der Bliite zur Ahrchenachse. Damit entsprachen auch
die Calloseablagerungen in B. distachyon nach einer F.graminearum-Infektion den in
Weizen beschriebenen. Die zusatzliche Integration der Stress-induzierten Callosesynthase
AtGSL5 aus Arabidopsis thaliana fuhrte in B. distachyon zu einer stark erhohten
Callosebildung im Rachillaknoten nach einer F. graminearum-Infektion im Vergleich zur
Wildtyp-Pflanze. Zudem konnte eine Erhéhung der Typ Il-Resistenz gegenuber einer
F. graminearum-Infektion beobachtet werden, die die Bedeutung von Calloseablagerungen
wahrend dieser in B. distachyon verdeutlichen. Ein erster Schritt um die Ergebnisse auf
Weizen zu Ubertragen, war die Identifizierung endogener Callosesynthasen aus
B. distachyon. Unter den 11 putativen Callosesynthasen konnte durch Expressionsanalysen

BdGSL2 identifiziert werden, die eine mdgliche homologe Funktion zu AtGSL5 aufweist.
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6. ABSTRACT

Increasing outbreaks of the severe plant disease Fusarium Head Blight on cereals mainly
caused by the fungal plant pathogen Fusarium graminearum lead to massive losses of
yield and a contamination of grains with mycotoxins. Due to the insufficient disease
control based on fungicides, the breeding of more resistant cereals gains more and more
importance. But the investigation of the interaction between F. graminearum and cereals,
esp. wheat, was always limited by the genetic inaccessibility of these plants. Recently
Brachypodium distachyon was introduced as a sufficient model system for the temperate

grasses, which can easily be transformed.

Within this work the suitability of B. distachyon as a model for the pathosystem
F. graminearum — wheat has been approved, by analysing the infection pattern of a
F. graminearum wild type strain as well as predefined mutant strains. F. graminearum
showed the same disease phenotype and DON production as previously reported. While
the wild type was able to colonize B. disachyon spikelets successfully, both, the DON
deficient Atri5 mutant and the lipase deletion mutant Afgl1, which showed wild type-like
DON production, were only able to infect the inoculated floret. The MAP kinase deletion
mutant Agpmk1 showed in B. distachyon an apathogenic phenotype as previously reported

from wheat.

To characterize the plant defense of this interaction in more detail, cell wall alterations
have been analyzed as the cell wall represents the first effective barrier against intruding
fungal pathogens. The alcohol insoluble residues of the cell walls were prepared and the
hemicelluloses were hydrolyzed. Afterwards the monosaccharide composition was
determined by high performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detection (HPAEC-PAD). 14 days post-inoculation (dpi) an increased
amount of glucose was detected in the inoculated spikelets only for the DON-producing
strains wild type, Afgll and Agpmk1 in the inoculated spikelets. Due to the results from
DON inoculation a linkage between the induction of the glucose and the mycotoxin was
observed. Application of the lowest DON concentration of 1 ppb induced the strongest
increase. Additionally F. graminearum wild type infection was significantly reduced on

spikelets that were pretreated with DON. This suggests that the mycotoxin DON can
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induce a dose-dependent effector-triggered like immunity in the host plant, which is
associated with cell wall changes.

A common defense response in plants is the deposition of the cell wall polymer callose
between the plasma membrane and the cell wall. Comparable to wheat an enrichment of
callose was detected after a F. graminearum infection in B. distachyon. While the highest
amount of callose was observed in wild type-inoculated B. distachyon spikelets at 7 dpi,
the callose content of the Afgll mutant was prominent at 3 dpi. In comparison to the wild
type, the mutant showed an increased callose deposition in the rachilla node, the transition
zone from the floret to the rachilla. The integration of AtGSL5, a callose synthase from
A. thaliana, led to an enhanced callose deposition after a F. graminearum infection in
comparison to the wild type plant. Furthermore, an enhanced type Il resistance was
observed, which further supports the importance of callose deposition during a
F. graminearum infection in B. distachon. The identification of endogenous callose
synthases from B. distachyon was a first crucial step to transfer the results onto wheat.
Based on expression studies, the callose synthase BAGSL2 was identified among 11

putative callose synthases as a putative functional homolog of AtGSL5.
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8. ANHANG

8.1 Genexpression der Callosesynthasen aus B. distachyon nach
Verwundung
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8.2 Genexpression der Callosesynthasen aus B. distachyon nach

Mehltauinfektion
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